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(54) litre: OLIGONUCLEOTIDES FERMES, ANTISENS ET SENS, ET LEURS APPLICATIONS 
(57) Abstract 

A novel structure of sense and antisense oligonucleotides, namely closed oligonucleotides, is described. Closed oligonucle- 
otides, advantageously circular oligonucleotides, for example, may be used pharmacologically as sense or antisense molecules. 
Methods for chemically and/or biologically obtaining such molecules are also described. The therapeutic use of the oligonucleo- 
tides as sense or antisense agents poses several problems, including the problem of molecule stability. Antisense oligonucleotides 
undergo nuclcolytic degradation and are mainly sensitive to exonucleases. The closed antisense olignudeotides of the invention 
are molecules with no free ends and are therefore more resistant to exonudease attacks. The closed oligonucleotides can act as 
antisense factors and last longer than the corresponding linear oligomicleotides. Furthermore, dosed antisense oligonudeotides 
which arc rircular or have a complex secondary structure allow the secondary and tertiary structures of target messenger RNAs to 
be taken into account For instance, such antisense oligonudeotides may be multifunctional and interact with several regions 
which are not adjacent to the target RNA Moreover, dosed oligonudeotides may be used according to a "sense'Mype strategy to 
interact specifically with protein factors having an affinity for certain RNA or DNA sequences or structures. Generally speaking, 
the dosed and, in particular, rircular oligonudeotides described here may be used in all cases where it is preferable to have avail- 
able an oligonudeotide having increased resistance to exonudeases compared with an olignucleotide which has the same se- 
quence but is linear. 
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(57) Abrege L'objct dc I'invention est one nouvelle structure <f oligonucleotides amisens ou sens, !es oligonudeotides fcr- 
rocs. Invention conceme rutflisation des oligonudeotides fennes - pouvant etrc avantageusement par exemple des oGgonudco- 
tides circulaires - a des fins pharrnacologiques, comme molecules antisens ou sens. L'inventioo conceme egalcment les meihodes 
d'obtcntion dc teUes molecules par des voies chimiques el/ou biologiques. L'utilisation thcrapcuoque des olipnudeotides 
comme agents antisens ou sens souleve plusieurs problemes, dont prindpalement cdui de la stabilite de as molecules. Les oligo- 
nudeotides antisens sont sujet a degradau'on nudeolytfque, et sont prindpalement sensibles aux exonudease. Les anbsens fermes 
qui font l'objet dc la presente invention sont des molecules qui nc presentent pas d'extremites libres et qui presentent done une 
resistance accrue aux attaques exonudeasiques. Les oligonudeotides fennes peuvent done agir comme facteurs antisens avec une 
olus grande perennite que les oligonudeotides lincaires correspondants. De plus, des oUgonudeotides antisens ferraes - arcu- 
laires ou de structure secondare complcxe - permettcnt de prendre en compte les structures secondares et tcrtiaires des ARN 
messagers dblcs. Par exeraplc, de tels antisens peuvent etrc muWfonctionnds, et interagir avec plusieurs regions non contigues de 
PARN able. De plus, des oligonudeotides fennes peuvent are utilises sdon une strategic dc type '^P™'*^*'*" 
spedfique avec des facteurs proteiques presentant une afllnitc pour certaines sequences et structures de 1 ARN ou de rADN. Dc 
facon generalc, les oligonudeotides fennes, en particulier drculaires. faisant l'objct dc I'invention decnte ia pourront ctre utilises 
dans tous les cas ou il sera avantageux de disposer d'un pljgonudeotidc presentant une resistance accrue aux exonudeases par 
rapport a un oOgonudeotide de meme sequence mais lineaire. 







UMQUEAfENTA TTTRE D'INFORMATION 








Code* utilises pour idcniifiei les Huts panics au PCT, sur les pages 


de couvenure des brochures 


publiant do demandes imcrnalionales en vertu du PCT. 






AT 


Kuukhc 


Fl 


Ktnbndc 


Ml. 


Mali 


AU 


At/Oral ic 


FR 


France 


MN 


MoojoTw: 


BB 




CA 


Gabua 


MR 


Mauraaajc 


BE 


bclptquc 


CB 


Royaumc-Unt 


MW 


Malawi 


BF 


UurLuu 


CN 


Cuincc 


NL 


PayvBoa 


BC 


Hulguric 


CR 


Crete 


NO 


Norrccc 


BJ 


Benin 


HU 


lionjric 


PL 


Potoene 


BR 


Bnbil 


IE 


Irtukfc 


RO 


Routnanic 


CA 


Ctoadu 


rr 


tulle 


RU 


Federation dc Ruxtic 


CF 


Kcpubliquc dcnifaficaiac 


Jp 


la poo 


SO 


Soudan 


CC 


('.OagO 


KP 


Rcpwbliqvc popuUirv JcmocratHfjc 


SE 


Suede 


CH 






ilcCorw 


SH 


Scocfjl 


ci 


C'dtcJIvoifc 


KR 


Rqwblivjuc dc Oarfe 


su 


Uncoa sovjcuquc 


CM 


< itaeruun 


U 


Uechtciutcla 


TO 


Tchad 


cs 




LK 


Sri 1 aoLd 


TC 


Toga 


OE 


Allcmjgnc 


LU 


1 incmbou'C 


OS 


Eut*-Unt* JArnerujuc 


OK 


1 lam. mart 


MC 


MufUtco 






ES 


Eajwgpc 


MC 









WO 92/19732 



1 



PCT/FR92/00370 



0 

Oligonucleotides fehhes, antisens et sens, et ixros applications. 

La presente invention concerne des composes du type 
oligonucleotide ainsi que leurs applications. 

5 

Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synthetique d'ADN -ou d'ARN- de sequence complement aire a 
une sequence cible appartenant a un gene ou a un ARN 
messager dont on desire bloquer sp6cifiqueraent 1' expression. 

10 Les oligonucleotides antisens peuvent §tre dirig6s contre 
une sequence d'ARN messager, ou bien contre une sequence 
d'ADN. Les oligonucleotides antisens hybrident a la sequence 
dont ils sont compiementaires et peuvent ainsi bloquer 
1' expression de l'ARN messager portant cette sequence. 

15 Le terme ^oligonucleotide" est utilise de facon generale 
pour designer un polynucleotide en serie ribo- ou 
desoxyribo-. Lorsqu'il sera question qu'une propriete 
particuliere liee a 1' utilisation d'une serie desoxyribo- ou 
d'une serie ribo-/ on utilisera la denomination complete 

20 oligodesoxyribonucieotide ou oligoribonucieot ide . Un 
oligonucleotide peut etre monocatenaire, c'est-a-dire ne 
comporter qu'un alignement de nucleotides, non apparies a un 
autre chaine, ou bien etre bicat6naire, c'est a dire 
comporter des nucleotides apparies a une autre chalne 

25 polynucieotidique Deux oligonucleotides compiementaires 
forment une structure bicatenaire. Un oligonucleotide 
monocatenaire peut cependant presenter des regions 
bicatenaires par appariements intra-catenaire entre 
sequences compiementaires portees sur le m£rae brin. 

30 Le terme hybridation utilise ici signifie la formation de 
liaisons hydrogenes entre des paires de bases 
compiementaires, la guanine et la cytosine formant trois 
liens hydrogenes, et 1' adenine et la thymine en formant 
deux. 

35 

Les oligonucleotides antisens sont synthetises par voie 
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0 chimique et comportent fr6querament des modifications 
alterant le squelette meme de la molecule ou portent des 
groupement r^actifs additionnels, localises a leurs 
extr6raites. Ces modifications introduites dans les 
oligonucleotides antisens ont pour buts soit d'augmenter la 
5 resistance de ces molecules a la degradation nucieolytique, 
soit de favoriser leurs interactions avec leurs cibles, soit 
de permettre des reactions de degradation/modification 
specif iques des cibles, ARN ou ADN, soit d'accroitre leur 
penetration intra-cellulaire. 

10 Les oligonucleotides antisens sont sensibles aux 
degradations nucieasiques, et principalement a 1' action des 
exonucieases. Les nucleases se trouvent dans tous les 
compartiments -cellulaires et extra-cellulaire*, en 
particulier dans le serum- et provoquent une degradation 

15 rapide de ces molecules. Une utilisation Pharmacol ogigue de 
molecules antisens implique la resolution de ces problemes 
de degradation afin d'arriver a une pharmacocinetique 
satisfaisante et done a une perennisation suffisante des 
effets de ces molecules. De nombreuses modifications 

20 chimiques permettent aux oligonucleotides antisens de 
devenir resistants aux nucleases. Certaines modifications 
affectent directement la structure ou la nature de la 
liaison phosphodiester (methylphosphonates , 

phosphorothioates, oligonucleotides alpha, phosphoramidates 

25 pour citer quelques exemples), d' autre consistent en 
1' addition de groupements de blocage aux extremites 3' et 5' 
des molecules (Perbost et al., 1989; Bertrand et al., 1989; 
Bazile et al., 1989; Andrus et al., 1989; Cazenave et al., 
1989; Zon, 1988; Maher and Dolnick, 1988; Gagnor et al., 

30 1987; Markus-Sekura, 1987) . 

Pour accroitre l'efficacite des interactions entre un 
oligonucleotide et sa cible, on peut ajouter a une extremite 
de 1' oligonucleotide antisens un groupement intercalant 
(acridines par exemple) . Enfin, on peut ajouter aux 

35 oligonucleotides antisens des groupements reactifs (agents 
alkylants, psoraienes, Fe-EDTA par exemple) capables de 
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0 provoquer des coupures ou des alterations chimiques 
definitives au niveau de la cible (Sun et al, 1989; Helene, 
1989; Durand et al., 1989; Sun et al., 1988; Helene and 
Thuong, 1988; Verspieren et al., 1987; Sun et al., 1987; 
Cazenave et al., 1988, 1987; Le Doan et al., 1987; Toulme et 
5 al., 1986; Vlassov et al., 1986). 

Le dernier type de modification classique des 
oligonucleotides antisens consiste en 1' addition de 
groupements modifiant la charge et/ou 1'hydrophilie des 
molecules afin de faciliter leur passage trans-raembranaire 
10 (Kabanov et al., 1990; Degols et al. 1989; Stevenson et al., 
1989; Leonetti et al., 1988), 

Toutes ces modifications peuvent evldemment etre combinees 
entre elles. 

15 Toutes les regions d f un ARK messager ne sont pas sensibles 
de la meme fagon aux effets d'un oligonucleotide antisens. 
Un ARN messager n'est pas une molecule lin6aire figee, raais 
au contraire une molecule comportant de nombreuses 
structurations secondaires (hybridations intra-moieculaires 

20 complexes) , tertiaires (repliements et conformations 
particulidres, pseudo noeuds), et interagissant avec des 
nucleoproteines structurales et fonctionnelles (proteines 
basiques, complexes d'epissage, de poly-adenylation, de 
capping, complexe de traduction par exemple) . La 

25 disponibilite effective et 1' accessibilite des differents 
regions d'un ARN messager va dependre de leurs engagements 
dans ces structurations- Correiativement, l'efficacite d'un 
agent inhibiteur interagissant avec telle ou telle sequence 
va dependre egalement de 1' engagement de cette sequences 

30 dans une fonction particuliere. Les regions cibles pour les 
molecules antisens doivent Stre accessibles k 
1' oligonucleotide . 

L' utilisation de logiciels de prediction de structures 
secondaires perraet de prevoir des degr6s d' accessibilite 
35 theoriques et done d'orienter le choix de cibles pour des 
oligonucleotide antisens. Globalement, les regions les plus 
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0 utilises comme cibles sont les sites de demarrage de la 
traduction (region de l'AOG initiateur) ainsi que les sites 
d'epissage (jonctions SD/SA) . De nombreuses autres sequences 
n'ayant pas de fonctionnalites particulieres et non engagees 
dans des apparieiuent intra-moleculaires se sont averees 

5 egalement efficaces comme cible pour des oligonucleotides 
antisens (voir les exemples cites plus loin). 

Les oligodesoxyribonucl6otides antisens peuvent egalement 
Stre dirig6s contre certaines regions d'ADN bicat^naire 

10 (sequences homopurines/homopyrimidines ou riches en 
purines/pyrimidines) et former ainsi des triples helices 
(Perroualt et al., 1990; Francois et al.(A), 1989; Francois 
et al.(B), 1989; Francois et al.(C), 1989; Wang et al., 
1989; Maher et al., 1989; Sun et al., 1989; Boidot-Forget et 

15 al., 1988; Moser and Dervan, 1987; Dervan, 1986). Des 
oligonucleotides dirig6es ainsi contre l'ADN ont 6t6 appeles 
"anti-gene" ou encore -anti-code". La formation d'une triple 
helice, au niveau d'une sequence particuliere, peut bloquer 
la fixation de proteines intervenant dans 1' expression d'un 

20 gene et/ou permettre d'introduire des dommages irreversibles 
dans l'ADN si 1' oligonucleotide consider6 possede un 
groupement reactif particulier. De tels oligonucleotides 
antisens peuvent devenir de veritables endonucleases de 
restriction artif icielles , dirigees a la demande contre des 

25 sequences specif iques. 

L' hybridation entre un oligonucleotide antisens et un ARN 
messager cible peut en bloquer 1' expression de plusieurs 
manieres, soit de facon sterique, soit de fa«?on pseudo- 

30 catalytique (Gagnor et al., 1989; Jesus et al., 1988; 
Markus-Sekura, 1987) : 

-1' interaction entre 1' ARN messager et un 
oligonucleotide antisens coraplementaire peut crfeer une 
barri^re physique interdisant la fixation et/ou la 

35 progression de proteines ou de complexes prot6iques 
necessaire A la traduction, a la maturation, A la 
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0 stabilisation ou au transport de l'ARN messager. Ce blocage- 
physique aboutira finalement k une inhibition de 
1'expression de l'ARN raessager cible. 

-1'hybridation entre un ARN messager et un 
oligod6soxyribonucl6otide antisens va cr6er un substrat pour 
5 la RNase H, enzyme present dans toutes les cellules 
eucaryotes. La RNase H est un enzyme qui degrade 
specif iqueraent 1' ARN lorsqu'il est hybrid^ A de l'ADN. 
L' hybridation d'un oligonucleotide antisens £ un ARN cible 
aboutira done £ la coupure de cet ARN cible k 1' emplacement 
10 de cette hybridation, et done & son inactivation definitive. 

-Par ailleurs, comrae indiqu6 plus haut, les 
oligonucleotides antisens peuvent comporter des groupement 
r^actifs capables de produire directement des do.jnages 
irreversibles dans la molecules d' ARN cible. 

15 

En ce qui concerne les oligonucleotides antisens diriges 
contre l'ADN ils peuvent agir soit en inhibant la fixation 
d'une proteine de regulation indispensable i 1'expression du 
gene cibie (facteur de transcription par exemple) , soit en 
20 introduisant des dommages irr6versibles {coupures, cross- 
links) dans la molecule d f ADN , la rendant inapte, 
localement, pour 1'expression g6netique. 

Les ribozymes sont des molecules d'ARN douees d'activites 
25 enzymatiques, capables en particulier de provoquer des 
coupures endonucieasiques dans des ARNscibles. Un ribozyme 
peut etre considere comme un oligonucleotide antisens 
particulier, doue d'une activite catalytique endonucieasique 
naturelle (Vasseur, 1990; Symons, 1989; Jeffrie and Symons, 
30 1989; Haseloff and Gerlach, 1988; Uhlenbeck, 1987; Symons et 
al., 1987). Typiqueraent, un ribozyme est constitue de deux 
parties, d'une part il comporte une sequence complement a ire 
a la sequence cible que 1'on desire couper, et d'autre part, 
une sequence catalytique, faisant office de groupement 
35 reactif (Fedor and Uhlenbeck, 1990; Uhlenbeck et al; 1989; 
Sheldon and Symons, 1989; Sampson et al., 1987). II est 
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0 possible actuellement, en utilisant un site actif consensus 
deduit de la sequence de ribozymes viraux, de couper 
theoriquement n'importe quel ARN messages en une position 
d6termin6e A 1'avance (Haseloff and Gerlach, 1988; 
Uhlenbeck, 1987). Les ribozymes rencontrent les m§raes 

5 probiemes d' utilisation que les oligonucleotides antisens 
classiques, en particulier en ce qui concerne les ph6nom&nes 
de degradation les ARNs etant encore plus sensibles a la 
degradation nucl6olytique que les ADNs. 

10 Les oligonucleotides antisens permettent de bloquer 
specif iquement 1' expression d'ARN messagers cellulaires, par 
exemple de messagers de type oncogenique, (Tortora et al., 
1990; Chang et al., 1989; Anfossi et al., 1989; Zh'ng et 
al., 1989; Shuttleworth et al., 1988; Cope and Wille, 1989; 

15 Cazenave et al., 1989) et de nombreux differents types d'ARN 
raessager viraux, provenant de virus aussi varies que le VSV 
(Degols et al., 1989; Leonetti et al., 1989), le SV40 
{Westermann, et al., 1989), les virus influenza (Kabanov et 
al., 1990; Zerial et al., 1987), le virus de l'encephalo- 

20 myocardite (Sankar et al., 1989), 1' adenovirus 
(Miroshnichenko et al., 1989), le HSV (Gao et al., 1988) et 
le HIV (Matzukura et al., 1989; Stevenson et al., 1989; 
Matzukura et al., 1988; Goodchild et al., 1988). 
Avec des ribozymes, on peut cliver in vivo 1' ARN messager 

25 codant, pour le g£ne marqueur CAT (Cameron and Jennings, 
1989), inhiber le processus de maturation de 1' ARN messager 
d'histone (Cotten et al.1989; Cotten and Bimstiel, 1989) ou 
proteger partiellement la cellule contre 1' infection par 
Hrv-1 (Sarver et al., 1990). 

30 

Les oligonucleotides peuvent egalement etre utilises dans le 
cadre de strategies de type "sens". Cette approche consiste 
a utiliser un oligonucleotide en serie desoxyribo- ou ribo-, 
monocatenaire ou bicatenaire, de sequence specifique, comme 
35 agent de fixation d r une proteine presentant une af finite 
pour cette sequence et dont on desire diminuer la 
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0 concentration efficace, par competition, a l'interieur des 
cellules. On peut envisager ainsi d'utiliser des 
oligonucleotides interagissant avec des facteurs de 
transcription, des facteurs d'encapsidations viraux, des 
facteurs de regulation de la traduction, etc... Cette 
5 approche n'est pas encore exploit^ conune l'est la strategic 
antisens plus classique. Dans ce cas, le probleme de la 
stabilite des oligonucleotides est egalement un facteur 
important critique pour l'efficacite et la perennite de leur 
action. 1/ utilisation d' oligonucleotides modifies pour une 

10 telle approche peut se heurter a des problemes structuraux 
de reconnaissance par les proteines. La possibility de 
disposer d' oligonucleotides naturels stables dans le serum 
et les cellules permettrait d' envisager le developpeir ^nt de 
nouvelle voies therapeutiques ciblees en particulier sur les 

15 facteurs de regulations a affinite pour les acides 
nucleiques. 

Les oligonucleotides antisens, et sens, sont done des agents 
pharmacologiques potentiels, puissants et hautement 

20 specif iques, permettant d'inhiber 1' expression de messagers 
codant pour des produits exercant des effets pathogenes. 
L' utilisation therapeutique des oligonucleotides se heurte 
cependant a plusieurs problemes de type physiologiques, en 
particulier celui de la delivrance intracellulaire de ces 

25 molecules et celui de leur sensibilite a la degradation 
nucleolytique. L' utilisation de deriv6s modifies permet de 
surraonter le probleme de la sensibilite aux nucleases, mais 
introduit un nouveau probleme, celui de la toxicite 
eventuelle des modifications chimiques introduites dans la 

30 molecule. 

L' utilisation des oligonucleotides antisens modifies pose en 
effet des problemes de nature toxicologiques. Si certaines 
des modifications sont reputees plut6t neutres, la plupart 
ne sont pas denuees de toxicite potentielle. 
35 Des oligonucleotides antisens modifies chimiquement peuvent 
presenter une toxicite a plusieurs niveau, soit directement 
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0 par des effets de la molecule entire, soit indirectement 
via les effets des produits de degradation. Des nucleotides 
porteurs de modifications chimiques, et presents dans une 
cellule a une concentration elevee peuvent ainsi presenter 
une toxicite -et plus particulierement une genotoxicite- non 
5 negligeable au plan pharmacol.ogique . 
Par exemple, de nombreux problemes souleves par l'emploi 
d' oligonucleotides antisens modifies, en particulier des 
effets anti-viraux non seguence-specifigues, semblent bien 
etre dus a la nature de certaines des modifications 
10 chimigues introduites dans les oligonucleotides antisens 
pour les rendre resistant aux nucleases. 

Au plan toxicologic, il est done evident que mens on 
modifie la structure naturelle de 1' oligonucleotide, moins 

15 on risgue d'etre confronte a des problemes pharmacologics . 
One molecule naturelle d'ADN ou d'ARN, ainsi que ses 
produits de degradation, ne pose pas ou peu de probleme de 
toxicologie et de pharmacocinetique, ce qui n'est pas le cas 
d'une structure modifiee pouvant donner apres raetabolisation 

20 des derives multiples et potent iellement toxiques. 

II serait done avantageux de pouvoir disposer 
d' oligonucleotides naturels, ne comportant que des desoxy ou 
ribonucleotides normaux, relies entre-eux par une liaison 
25 phosphodiester normale, mais presentant cependant une 
resistance & la degradation. 

L' invention presentee ici a pour objet un nouveau type 
structural d' oligonucleotide antisens, ou sens, resistant 
30 aux exonucleases sans intervention de modifications 
chimiques stabilisantes. Les oligonucleotides faisant 
1' objet de 1' invention ont la particularite de presenter une 
structure fermee, n'offrant pas d'extremite disponible a la 
degradation exonucleasique. 

35 

De tels oligonucleotides peuvent etre utilises dans leur 
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0 etat naturel mais peuvent cependant comporter egalement des 
nucleotides modifies, des groupements reactifs, ou £tre 
associes physiquement a d'autres molecules ou macromoiecules 
dans le but de renforcer leur efficacite d' inhibition, leur 
penetration, leur affinity pour leurs cibles, leur ciblage 

5 cellulaire ou intra-cellulaire, ou pour optimiser toute 
autre propriete. 

II • DESCRIPTION DE 1/ INVENTION 

10 Dans les cellules, et plus encore dans un organisme, dans la 
circulation sanguine par exemple, les oligonucleotides 
antisens naturels sont sensibles aux nucleases. Les 
nucleases sont des enzymes de degradation capables de oouper 
les liaisons phosphodiester de l'ADN ou de 1'ARN, soit en 

15 introduisant des coupures internes sur des molecules mono- 
ou bicatenaire, soit en attaquant ces molecules a partir de 
leurs extremites. Les enzymes attaquent de facon internes 
sont appeiees les endonucieases et celles attaquant par les 
extremites sont appeies exonucieases. 

20 

La stabilite des oligonucleotides antisens -dene leur 
efficacite- peut etre considerablement augmentee en 
introduisant diverses modifications chimiques les rendant 
resistant a la degradation corame decrit ci-dessus. 

25 II est etabli que ce sont les exonucieases qui sont la 
principale cause de degradation des oligonucleotides 
antisens dans le serum et dans la cellule. Plus 
particulierement, il serable que les exonucieases s' attaquant 
a l'extremite 3'OH soient surtout a incriminer dans ce 

30 phenom^ne. 

Des modifications apportees a la structure des extremites 
des oligonucleotides antisens peuvent les proteger, bloquer 
les activites des exonucieases, et conferer aux 
oligonucleotides une stabilisation accrue. 

35 

L' invention d£crite ici est fondee sur l'idee nouvelle que 



WO 92/19732 PCT/FR92/00370 

10 

0 des oligonucleotides femes, ne comportant pas d' extremites 
libres, seront done, par definition, resistants a ce type de 
degradation. Des oligonucleotides fern.es, circulates par 
exeraple, ne presentent pas de substrat accessible aux 
exonucleases 3' ou 5' et sont done ainsi stabilises. 

5 

Plus particulierement, 1' invention cqneerne done un agent 
antisens ou sens du type oligonucleotide, caracterise en ce 
qu'il est constitue d'une ou plusieurs sequence (s) 
d' oligonucleotides monocatenaires dont les extremites sont 
10 reliees entre elles par des liens covalents pour former au 
moins partiellement une structure monocatenaire fermee. 

Ces agents sont parfois denorames ci-apres oligonucleotides 
femes ou oligonucleotides circulaires, dans la mesure ou ce 
15 type de compose presente de preference une majorite de 
nucleotides par rapport aux structures non nucleotidigues . 

La definition du terme oligonucl6otide a ete donnee 
precedemment et incorpore aussi bien la serie ribo- que 
20 desoxyribo- naturelle, de merae que les modifications de ces 
bases qui seront globalement denomraees ci-apres non- 
naturelles et qui ont egalement et6 evoquees precedemment. 

Le lien covalent peut etre une structure covalente non 
25 nucleotidique proteique, lipldique, osidique et/ou une 
structure mixte, comme cela sera explicite ci-apres. On 
prefere toutefois utiliser une structure covalente 
nucleotidique, e'est a dire une liaison phosphodiester. 

30 L' invention concerne des oligonucleotides fermes, 
circulaires par exemple, n'ayant pas d' extremites libres, 
mais composes par une suite de bases nucleotidiques reliees 
entre elles par tout types de liaisons, et 
preferentiellement par des liaisons de type phosphodiester. 

35 Ces bases pourront etre associees entre elles par des 
liaisons telles que la distance entre ces bases sera 
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0 d' environ 3 A A 4 A ce qui est la distance que l r on trouve 
dans les molecules naturelles d'ADN ou d'ARN lorsque les 
liaisons internucieotidiques sont assurees par des 
groupements phosphodiesters . Les oligonucleotides fermes, 
circulaires par exemple, seront composes avantageusement de 
5 nucleotides naturels li6s preferentiellement entre-eux par 
des liaisons phosphodiesters non modifies, mais pourront 
egalement comporter des nucleotides modifies et/ou des 
liaisons modifiees respectant les distances entre bases et 
perraettant les rotations axiales heiicales caract6ristiques 

10 des conformations des acides nucieiques. Les 
oligonucleotides fennes seront done composes avantageusement 
des bases A, T, G, C, ou U, sous leurs formes desoxy- ou 
ribonucleotidiques . Les oligonucleotides ferine pourror.c done 
etre soit des oligod6soxyribonucieotides, soit des 

15 oligoribonucieotides, soit des molecules mixtes comportant 
des desoxyribonucieotides et des ribonucleotides. 

Sont done comprises dans 1' invention, toute molecule d'ADN, 
ou d'ARN, -ou mixte ADN/ARN-, monocatenaire, fermee, 

20 circulaire ou possedant une partie circulaire, obtenue de 
facon biologique, chimique, ou par des procedes associant 
les techniques de la chiraie de synthese a celles de la 
biologie et de la biochimie, presentant une resistance aux 
exonucieases superieure a celle d'un oligonucleotide de meme 

25 sequence mais compieteraent lineaire, ne pr6sentant pas de 
structure ferm6e. 

Des exemples d' oligonucleotides fermes sont pr6sentes dans 
les figures 1A a 1C. 

30 La figure 1A pr6sente des exemples de structure 
d f oligonucleotides antisens femes. La figure IB presente 
des exemples de structure d* oligonucleotides sens fermes. La 
figure 1C presente une molecule mixte pouvant exercer un 
effet sens et antisens. 

35 

Le nombre de nucleotides unitaires composant les 
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0 oligonucleotides ferm6s peut varier dans de larges 
proportions notamraent entre 10 et 200, inais ce nombre sera 
avantageusement compris, a titre indicatif, entre une 
vingtaine et une cinguantaine de nucleotides, selon la 
structure de fermeture (circulaire, structure en lasso, en 

5 ballon, structure bicatenarisee, etc... voir plus loin les 
descriptions des differentes structures), les utilisations 
(molecule antisens anti-ARN, molecule antisens anti-ADN, 
molecule sens anti-proteique) , le type de ^oligonucleotide 
-desoxy ou ribonucleotidique- (antisens simple ou antisens 
10 ribozymigue, etc..) et les cibles considerees (ARNmessager, 
ARN premessager, structure secondaire particuliere, etc.). 

Les oligonucleotides femes faisant l'objet de la P i*sente 
invention sont preferentiellement composes par une sequence 
15 de bases comportant de 1' adenine (A), de la guanine (G) , de 
la cytosine (C) , de la thymine (T) et de l'uracile (0), de 
formules generales presentees en figure ID. 

Les oligonucleotides femes pourront egaleraent comporter des 
20 nucleotides rares (Inosine, I, ou rl par exemple) ou des 
nucleotides modifies, soit en serie desoxyribo- soit en 
serie ribo-. 

Les oligonucleotides fermes pourront comporter des 
25 nucleotides modifies au niveau de la liaison phosphodiester, 
par exemple, selon les quelques formules presentees en 
figure 2. Par exemple, les oligonucleotides femes pourront 
comporter un ou plusieurs des groupements bien connus que 
sont les phosphorottaioates, les methylphosphonates, les 
30 phosphorodithioates, les phosphoselonates, les 
phosphoroamidates, les alkyl-phosphotriesters . Notons 
cependant que les oligonucleotides antisens fermes 
comprendront preferentiellement des nucleotides naturels, 
reli6s entres-eux par des liaisons phosphodiesters non 
35 modifies. 
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0 Les oligonucleotides fermes pourront comporter des 
nucleotides reactifs, capables d'etablir des liens avec la 
sequence de la molecule cible complementaire a 
1 ' ol igonucleot ide . 

5 Ainsi, les oligonucleotides fermes pourront porter des 
grouperaents reactifs greffes sur les nucleotides, comme par 
exemple des groupements psoralenes, ou d'autres "agents de 
pontage ou agents intercalant pouvant reagir avec la 
sequence de la molecule cible complementaire a 
10 1' oligonucleotide (voir les quelques exemples non-exhaustif s 
presentes en figure 2) . 

Les oligonucleotides antisens fermes pourront ega\eroent 
inclure, parmi les nucleotides faisant partie de la 

15 structure ferraee, une sequence d'ARN presentant une activite 
catalytique. Ces oligonucleotides circulaires seront ainsi 
des ribozymes circulaires, aux extremites jointes, 
comportant, en plus de la sequence catalytique pouvant etre 
toute sequence d'ARN capable de provoquer une coupure ou un 

20 modification dans une sequence d' ARK cible, une sequence de 
type antisens, complementaire & la sequence cihlee, et 
pouvant etre constitute soit d'ARN, soit d'ADN soit d'un 
melange ADN/ARN (figure 3) . 

25 Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes couples k des molecules permettant d'accroitre leur 
penetration intra-cellulaire, et en particulier des 
groupement lipophiles, des polypeptides ou des proteines . 

30 Les oligonucleotides fermes presentent la caracterist ique 
principale de ne pas offrir de substrat aux exonucleases 3' 
et 5'. Pour acquerir cette propriete, la structure la plus 
simple est un oligonucleotide circulaire, formee d'une 
succession de nucleotides relies entre eux par des liaisons 

35 phosphodiesters comme schematise plus haut, et presentant ou 
non des appariements intracatenaires (figures 1A A 1C et 
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0 figure 4) . 

D'autres structures de molecules fermees par une liaison non 
phosphodiester 3' -5' peuvent egalement etre synthetisees et 
presenter une resistance partielle ou totale aux 
5 exonucleases. 

Font egalement partie de 1' invention des molecules en lasso 
composees de residus desoxy ou ribonucleotidiques et femes 
soit par une liaison faisant intervenir soit l'extremite 3', 

10 soit l'extremite 5' de la molecule (figures 1A a 1C et 
figure 4B) . Dans ces molecules en lasso, la partie lineaire 
peut ne comporter qu'un seul residu nucleotidique, ou bien 
peut comporter une chaine laterale nucleotide je de 
plusieurs residus. Dans ces structures, l'un des nucleotides 

15 terminaux de 1' oligonucleotide est couple a un nucleotide 
interne, par une liaison pouvant s'effectuer avec la base ou 
avec le sucre, ou avec le groupement phosphodiester. De tels 
oligonucleotides presentent une extremite libre et une 
extremite bloguee. La resistance aux exonuclease sera done 

20 partielle, l'extremite libre pouvant faire l'objet d'une 
degradation nucleolytique. Les extremites 5' et 3' des 
oligonucleotides ne sont pas sensibles de facon equivalences 
a la degradation, l'extremite 3' etant la plus sensible. Un 
oligonucleotide circulaire en lasso, ne presentant que 

25 l'extremite 5' libre est protege en grande partie contre la 
degradation. De plus, les exonuclease pouvant degrader la 
partie lineaire du lasso seront arretees au niveau du point 
de branchement. A ce stade, 1' oligonucleotide est devenu 
totalement resistant aux exonucleases 3' et 5', quelle que 

30 soit l'extremite libre ou branchee initialement. De telles 
molecules en lasso peuvent comporter des residus 
nucleotidiques naturels ou modifies comme enonce plus haut 
au paragraphe precedent. La structure generale des molecules 
en lasso est presentee en figure 1A et figure 4B. 

35 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
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0 fermes en ballon, comme decrits dans la figure 1A, la figure 
IB et la figure AC. Ces oligonucleotides sbnt fermes par une 
liaison chimigue correspondant a un pontage intercatenaire 
realises entre deux nucleotides internes. Ce pontage peut 
etre effectue par le biais d'un nucleotide reactif - 
5 photoactivable par exemple- ou bien en utilisant un reactif s 
exogene etablissant un lien entre deux regions appariees de 
1' oligonucleotide. Un tel oligonucleotide en ballon ne 
presente qu'un nombre liraite, ou pas, de sites substrats 
pour des exonucleases. Merae si le ou les pontages fermant la 

10 molecule oligonucleotidique sont pas effectues au niveau des 
nucleotides terminaux, seuls seront accessibles aux 
exonucleases les quelques nucleotides localises de part et 
d' autre du point de pontage, aux extremites de la mo3*cule. 
Les exonucleases pourront cliver les liaisons 

15 phosphodiesters reliant les nucldotides des extremites non 
couplees, mais seront arretees a partir du site de pontage. 
Les nucleotides engages dans le pontage sont resistants aux 
exonuclease, totalement ou partiellement, et protegent ainsi 
1' oligonucleotide contre la poursuite de la degradation 

20 nucleolytique. 

Font egalement partie de 1' invention une autre famille 
d' oligonucleotides circulaires referm6s sur eux-memes par 
1 # intermediaire d f une molecule non nucleotidique . Ces 

25 oligonucleotides fermes possedent une partie de leurs 
structure moleculaire correspondant a une sequence d'ADN ou 
d'ARN dans laquelle les bases sont non modifiees, et dont la 
premiere unite nucleosidique est reliee a la derniere par 
une liaison faisant intervenir une structure molecule 

30 quelconque. Par exemple, les oligonucleotides antisens 
peuvent etre circularises au moyen d'un couplage entre les 
nucleotides terminaux par une structure proteique ou 
polypeptidique qui seront lies aux unite nucleosidiques 
terrainale par tout type de couplage (figure 4) . Font done 

35 egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires comportant une partie nucleotidique et une 
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0 partie proteique. L' insertion de cette partie proteique peut 
s'effectuer par divers procedes de couplage- La fraction 
proteique peut etre concue pour accroltre l'efficacite de la 
molecule nucleotidique par differents mecanismes. La partie 
proteique pourra, pax exemple, favoriser 1' internalisation 
5 de 1' oligonucleotide dans des cellules, perraettre de cibler 
eventuellement certaines cellules en choisissant un 
determinant proteique utilise. Les composants proteiques ou 
peptidiques utilises dans les oligonucleotides circulaires 
de ce type pourront egalement etre des molecules de 

10 signalisation, permettant un ciblage intra-cellulaire des 
oligonucleotides. Par exemple, on pourra utiliser des 
peptides d'adressage nucleaire provenant de proteines 
naturelles cellulaires ou virales. Cet aspect de 1' invention 
consiste done a proposer des oligonucleotides, de structure 

15 nouvelle, et comportant des composes susceptlbles de reagir 
specifiquement avec des recepteurs particuliers de la 
surface membranaire de la cellule, d'etre internalisees par 
les dites cellules, et d'exercer leur activite biologique a 
l'interieur de la cellule. 

20 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-memes par des groupement 
lipophiles ou des chalnes comportant des radicaux lipophiles 
et favorisant 1' internalisation cellulaire de ces molecules. 

25 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes associes par des couplages covalents ou non covalents 
a des structures d' encapsidation de type liposomiques ou de 
tout autre structure lipoproteique ou lipopolysaccharidique. 

30 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-raemes par une liaison 
phosphodiester, mais comportant de plus une ou plusieurs 
liaisons internes produites par des agents reactifs 
35 appartenant a la structure de la molecules elle-meme ou 
apport6s de facon exog^ne. 



WO 92/ 1 9732 PCT/FR92/00370 

17 

0 Ces molecules possederont les caracteristiques de resistance 
aux exonucleases des oligonucleotides circulaires et off rent 
de plus des conformations secondaires particulieres, pouvant 
etre adaptees a la reconnaissance de sites particuliers sur 
des cibles presentant elles-memes des conformations 

5 secondaires ou tertiaires particulieres, que ces cibles 
soient des acides nucleiques ou tout autre structure 
cellulaire ou virale susceptible de presenter une affinite 
elective et selective envers un polynucleotide de structure 
primaire et secondaire particuliere. 

10 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
antisens circulaires ou femes susceptibles de former une 
triple helice avec 1'ARN cible. La formation d'une triple 
helice permet de stabiliser 1' interaction ADN/ARN entre 

15 1' antisens et la sequence cible. 

De fapon g6nerale, on peut egalement dire qu'un antisens 
circulaire est un compose ^prodrug" par rapport a un oligo- 
nucleotide antisens lineaire. La coupure d'un oligonu- 
cleotide circulaire donnera naissance a un oligonucleotide 

20 lineaire qui pourra exercer un effet antisens classique, 
avec retard. 

Bien qu'assez souvent les composes selon 1' invention 
comporteront des sequences nucleotidiques non susceptibles 

25 de s'auto-apparier font egalement partie de 1' invention des 
oligonucleotides fermes comportant des regions auto- 
appariees formant une structure bicatenaire de longueur 
variable (voir figure 5) . Cette structure bicatenaire pourra 
avoir plusieurs rdles, par exemple celui de stabiliser la 

30 molecule pour permettre sa circularisation, lors de la 
synthese des molecules circulaires (voir plus loin les 
procedes de preparations) . Cette structure bicatenaire 
pourra egalement avoir un rdle actif, comme par exemple 
celui d'interagir avec des proteines presentant une affinite 

35 pour cette sequence. La structure bicatenaire pourrait 
correspondre a une sequence de fixation pour des facteurs 
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0 proteiques. En particulier, un aspect de 1' invention est de 
fournir des molecules oligonucleotidiques naturelles stables 
pouvant fixer des facteurs proteiques cellulaires ou viraux 
et done interferer avec des processus biologiques mettant en 
jeux ces facteurs. 
5 On exemple de 1' utilisation d' oligonucleotides fermes 
comportant une region auto-appariees -des oligonucleotides 
destines a une telle application seront avantageusement 
circulates simplement- est la competition intra-cellulaire 
avec des facteurs de transcription. Dans ce cas, la partie 

10 bicatenaire de 1' oligonucleotide ferme portera la sequence 
de fixation du facteur de transcription, du regulateur, du 
recepteur nucleaire hormonal que l'on desire pieger. 
L' interaction entre 1' oligonucleotide circ-laire 
bicatenarise et un facteur de transcription va about ir a 

15 reduire la disponibilite intra-cellulaire de ce facteur, et 
done va modifier les equilibres de regulation pour lesquels 
ce facteur intervient. S'il s'agit d'un facteur de 
transcription positif, exercant un effet de stimulation, le 
blocage de ce facteur aboutira a une inhibition des genes 

20 consideres; s'il s'agit d'un facteur negatif, inhibant 
l'expression de genes apres interaction avec l'ADN 
cellulaire, alors l'expression de ces genes sera stimulee. 
De facon generale, les oligonucleotides fermes, de type 
circulaire, de serie desoxyribo- et comportant une partie 

25 bicatenaire pourront interagir dans des buts therapeutiques 
avec tout facteur proteigue presentant de l'af finite pour 
l'ADN et dont on desire reduire ou alterer les effets dans 
une situation pathologique donnee. 

II est egalement envisager d'utiliser des oligonucleotides 
30 fermes, avantageusement circulaires, pour combiner des 
approches antisens et sens dans un but de plus grande 
efficacite. Ce procede consiste a utiliser simultanement un 
oligonucleotide antisens ferme dirige contre l'ARN messager 
d'un facteur de transcription, et un oligonucleotide "sens" 
35 ferme comportant une structure bicatenaire de sequence 
correspondant au site de fixation sur l'ADN de ce facceur de 
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0 transcription. Deux niveaux d' action sont done cibies 
simultanement, en synergie, sur la meme molecule cible # 
l'antisens diminuant la synthase de ce facteur et la 
molecule sens exergant un effet de pi£ge sur les molecules 
residuelles pouvant subsister. Les approches combin6es sens 

5 et ajitisens pourront etre utilis6es soit pour cibler la m£me 
proteine, a deux niveaux d r expression et de fonctionnalite 
differents, soit pour attaquer deux prolines differences, 
dans un but de recherche de la plus grande efficacite du 
procede . 

10 

Cette approche double peut faire appel a 1' utilisation 
simultan6e de deux molecules differentes, l'une sens et 
1' autre antisens, ou bien a une seule molecule 
oligonucl6otidique ferule comme celle d6crite dans la figure 
15 1C. 

Un autre exemple de l'utilisation d' oligonucleotides fermes 
est la competition intra-cellulaire avec des facteurs 
d' affinite pour certaines sequences d'ARN bicatenaire. C'est 

20 le cas pour certaines proteines de regulation interagissant 
avec les ARN messagers, en particulier avec les ARN 
messagers viraux. On peut citer par exemple le cas du 
produit du g£ne tat de HIV qui se fixe sur une region 
bicatenaire le 1' extr6rait6 5' de 1' ARN messager viral. Pour 

25 §tre utilises comme agents interagissant avec tat, dans le 
cas de cet exemple, les oligonucleotides fermes -circulaires 
par exemple- comprendraient une partie bicatenaire en s^rie 
ribo-, le reste de 1' oligonucleotide etant compose de 
nucleotides soit en serie ribo- soit en s6rie desoxyribo-. 

30 De facon generale, les oligonucleotides fermes faisant 
l'objet de 1' invention pourront etre utilises comme 
molecules stabilisees pour le piegeage de facteurs 
proteiques pr6sentant une affinite pour les acides 
nucieiques, ADN ou ARN, monocatenaire ou bicatenaire, en 

35 mimant a la fois la structure primaire (sequence) des sites 
d' affinite et les structures secondaires eventuelles 
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0 (structures en epingle a cheveux, structures cruciformes par 
exerople) . 

De tels oligonucleotides fermes, avantageuseraent 
circulaires, comportant une sequence nucleotidique reconnue 
par des facteurs proteiques pourront egalement porter des 
5 groupements reactifs capables d'effectuer des pontages, 
spontanes ou photo-activables, avec les proteines 
inter agissant avec eux. 

Un aspect de 1' invention, comrae decrit de facon d6taillee au 
10 paragraphe precedent, est done de fournir de nouveaux 
oligonucleotides naturels stables capables d'etre 
internalises dans les cellules et d'interagir ensuite avec 
des facteurs cellulaires ou viraux presentant une aifinite 
pour des sequences specif iques d'acides nucleiques- 

15 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires associes deux a deux grace aux complementarites 
de leurs s6quences, pour former une structure circulaire 
bicatenaire complete ou partielle (pouvant presenter des 

20 non-apparieraents, autreraent dit des -mismatches"), et 
resistante aux exonucleases . Ces oligonucleotides 
bicatenaires circulaires pourront §tre compose de 
nucleotides naturels, rares, artificiels, ou modifies, en 
serie desoxyribo- ou en serie ribo-- Ces oligonucleotides 

25 circulaires bicatenaires pourraient etres composes d'ADN de 
forme I ou d'ADN de forme V, e'est-a-dire comportant des 
structures composites de type B et Z. L'ADN de forme I est 
de 1'ADN circulaire super-enroule, dont les deux brins 
presentent un entrelacement . L'ADN de forme V est un ADN 

30 dont les brins complementaires ne sont pas entrelaces, 
e'est-a-dire un ADN forme de deux brins complement aires, 
cote-a-c6te. L' ADN bicatenaire peut adopter des 
conformations differentes, A, B ou Z. La forme la plus 
naturelle et la plus courante de 1' ADN est une helice droite 

35 de type B, alors que la forme Z, moins frequente, est une 
helice gauche, plus allongee que la forme B. Une structure 



WO 92/19732 PCT/FR92/00370 

21 

0 circulaire telle que celle decrite ci-dessus, comportant 
deux brins coraplementaires non entrelaces comportera a la 
fois des helices gauches et des helices droites. Un tel 
oligonucleotide circulaire bicatenaire pourra £tre utilise 
comme agent de type sens, pour interagir avec des proteines 
5 presentant de l'af finite pour une sequence particuliere qui 
sera presente sur 1' oligonucleotide consider^. Un tel 
oligonucleotide bicatenaire circulaire, en serie ribo en 
particulier, pourra egalement etre utilise comrae 
immunostimulant de facon generale, et plus particulierement 

10 comme agent d' induction d' interferons . A noter que cette 
fonction d' immuno stimulation potentielle que pr6sente 
certains ARNs pourra egalement §tre exploitee en utilisant 
des oligonucleotides circulaires monocatenaires pres"»ntant 
des structures bicatenaires auto-appariees grace a des 

15 complementarites internes de sequence et en tirant parti de 
. 1'avantage que confere la resistance aux exonucleases d'une 
structure circulaire. 

III. Preparation des oligonucleotides fermes 

20 

Les oligonucleotides fermes qui font l'objet de 1' invention 
peuvent etre obtenus par voie chimique, biologique, ou par 
des approches faisant appel a des combinaisons des 
techniques de la chimie de synthese et de la biologie 
25 moleculaire. 

Les oligonucleotides fermes peuvent done etre prepares, soit. 
a partir d' oligonucleotides lineaires, refermes ensuite par 
des techniques chimiques ou biologiques, soit direct ement en 
30 tant qu' oligonucleotides par voie chimique, utilisant des 
reaction aboutissant a la cyclisation de la molecule. Ces 
deux approches sont considerees successivement ci-dessous. 

1 -Preparation d' oligonucleotides circulaires A partir oligonucleotides 
35 lineaires par les techniques de ligation 
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0 Diverses methodes de synthase chimique d' oligonucleotides 
naturels ont ete developpees et sont bien connu des 
specialistes travaillant dans les regies de l'art. Par 
exeraple, une methode consiste a utiliser un support solide 
dit CPG (controlled pore glass) sur lequel le premier 
5 nucleoside est fixe covalemraent par un bras de couplage, par 
1' intermediate de son extremite 3'OH. L'extremite 5'OH du 
nucleoside est protege par un groupe di-p-methoxytrityl 
acido-labile. Cette approche, utilisant la chimie des 
phosphites triesters, et dans laquelle des desoxynucleosides 

10 3'phosphoramidites sont utilises comme synthons est appelee 
la methode des phosphoramidites (Caruthers, 1985). Cette 
approche est la plus utilisee actuellement et presente 
l'avantage d'etre enticement automatique. La synthes"' d'un 
oligonucleotide a partir d'une premiere unite fixee sur CPG 

15 commence par une etape de deprotection au cours de laquelle 
le groupe trityl est elimine, puis une unite nucleosidique 
activee sur son groupe 5' est additionnfee, les produits non- 
reactifs sont bloques, puis un nouveau cycle de 
deprotection/activation/couplage recommence. Typiquement, 

20 1' addition d'un deoxynucleotide s'effectue selon les quatres 
6tapes suivantes i) deprotection et elimination d'un groupe 
protecteur dimethoxytrityl par l'acide , ii) condensation du 
produit resultant avec un desoxynuclfeoside 3'- 
phosphoramidite, donnant un desoxydinucleoside phosphite 

25triester, iii) acylation, c'est-a-dire blocage des 
groupements 5'-hydroxyl n'ayant pas reagit et iv) oxydation 
du phosphite triester en phosphate triester. La repetition 
de tels cycles conduit a la synthase d' oligonucleotides 
pouvant atteindre plus de 200 unit6s. 

30 Pour citer' un second exemple, une autre approche utilisee 
pour la synthese d' oligonucleotides est celle de la chimie 
des phosphonates (Froehler et al, 1986). Cette approche 
commence par la condensation d'un desoxynucl^oside 3'-H- 
phosphonate avec un deoxynucleoside couple a un support de 

35 verre de silice. Des cycles de condensation successifs 
conduisent a la synthese d' oligonucleotides H-phosphonates . 
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0 Ces oligonucleotides sont oxydes en une etape pour donner 
les phosphodiesters. 

En utilisant l'une ou 1' autre de ces techniques, ou tout 
autre procedure sequentielle permettant la synthese chimique 
5 de chalnes polynucleotidiques de s6quence deterrainee £ 
l'avance, on obtient des oligonucleotides lineaires qu'il 
est possible de circulariser par voie biologique, en 
utilisant des enzymes de ligation. Pour pouvoir utiliser des 
ligases pour refermer les oligonucleotides sur eux-raemes, 
10 les oligonucleotides doivent comporter un groupement 
terminal 5'P, que la phosphorylation du 5' terminal ait ete 
effectue par voie chimique , ou bien par voie biologique en 
utilisant une kinase (preferentiellement la polynucleotide 
kinase) et de l'ATP ou tout autre donneur de phosphate, 

15 

Differentes procedures convenant pour effectuer 
avantageuseraent la circularisation d' oligonucleotides 
lineaires sont decrites ci-dessous 

20 1-1-Un oligonucleotide lineaire peut Gtre circularise en 
etablissant une structure partiellement bicatenaire appariee 
pour perraettre le fonctionnement d'une ligase, conune la T4 
ligase, au moyen d'un second oligonucleotide plus court que 
le precedent, et de sequence complement aires aux deux 

25 extremites du premier oligonucleotide. Dans ce cas, illustre 
figure 6, le second petit oligonucleotide fait office 
d'adaptateur et perraet la mise bout £ bout des deux 
nucleotides terminaux de 1' oligonucleotide <k circulariser. 
L' action de la T4 ligase, ou de tout autre enzyme de 

30 ligation capable d' exercer son action sur l'ADN permet alors 
la circularisation en forraant une liaison phosphodiester 
entre ces deux nucleotides. Cette ligation peut se faire en 
solution, les deux oligonucleotides etant melanges dans un 
milieu permettant 1' hybridation et la ligation dans des 

35 conditions de concentration et de temperature convenable 
pour favoriser la circularisation int ra-catenaire et 
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0 defavoriser les ligation inter-oligonucleotidiques pouvant 
diminuer le rendement de la reaction de circularisation 
proprement dite. 

1-2-Une variante du procede decrit au (1) consiste a 
5 effectuer la circularisation de 1' oligonucleotide tou jours 
grace a un adaptateur, mais en utilisant un oligonucleotide 
fixe sur un support pouvant etre par exemple de la 
nitrocellulose ou un derive, une membrane de nylon, un 
support de verre, une structure polysaccharidique, ou tout 

10 autre support permettant de fixer de facon covalente ou non 
covalente un fragment d'acide nucleigue et permettant 
ulterieurement 1' hybridation entre ce fragment et un 
oligonucleotide et compatible avec 1' action d'une ligase. 
Cette procedure consiste done a fixer 1' oligonucleotide 

15 adaptateur sur un support, soit au moyen d'une liaison 
covalente, soit par des liens non-covalents . On utilisera de 
maniere avantageuse les liaisons covalentes permettant 
d' effectuer un grand nombre de cycles d'hybridation/ligation 
avec 1' oligonucleotide a circulariser. V oligonucleotide 

20 adaptateur pourra etre fixe a son support soit au niveau 
d'un nucleotide terminal, directement ou au moyen d'un agent 
de couplage, soit par un nucleotide situe en position 
interne et portant un groupement reactif. Le schema de 
principe d'une telle methode est illustre figure 6. 

25 L'interet de fixer 1' oligonucleotide adaptateur est double: 
d'une part, cette fixation effectuee dans des conditions 
physiques contr81ees (nombre de molecules fixees par unite 
de surface) perraet de reduire 1' incidence de la formation de 
concateraeres lors de la reaction d' hybridation, a la suite 

30 de liaison inter-oligonucleotidigues et, d' autre part, elle 
facilite la r6alisation de reacteurs de ligation utilisant 
un grand nombre de fois les oligonucleotides adaptateurs 
pour de multiples cycles de circularisation. 



35 1-3-Les oligonuclfeotides pourront 6tre circularises en 
tirant parti de structures secondaires deliberement 



WO 92/1 9732 PCT/FR92/00370 

25 

0 introduites en pr^voyant des sequences capables de se 
replier sur elles-m§mes en formant des structures 
bicatenaires partielles. Par exemple, la figure 6 illustre 
le cas d'un oligonucleotide "en halt^re", comportant une 
partie lineaire formant une boucle et comportant la sequence 
5 de type aritisens, une region bicatenaire longue de 9 paires 
de bases, et une sequence de fermeture composee de T 5 . Cette 
structure est capable d'effectuer des auto-appariements 
donnant ainsi une molecule susceptible d'etre utilis^e cornme 
substrat par un enzyme de ligation coirane la T4 ligase;- Dans 

10 ce cas, le rendement de la ligation depend entre autres de 
la stability de 1' apparieraent au niveau de la structure 
bicatenaire. Plusieurs sequences d' appariement ont fait 
l'objet d' etudes comparatives et l'une des sequences 
permettant un rendement de circularisation avantageux (de 

15 l'ordre de 75%) est indiqu£e dans la figure 6. Bien que 
n'importe lesquels des nucleotides puissent £tres utilises 
pour r6aliser une boucle de fermeture de longueur variable, 
on utilisera pref erentiellement de 4 k 8 residus, et 
principalement soit A soit T. 

20 La region bicatenaire d' appariement pourra comporter soit 
une sequence utilis^e seulement pour la formation de la 
structure en ^haltere", soit une sequence correspondant en 
partie £ la region cible et potent ielleraent deplagable par 
une hybridation inter-moieculaire. 

25 Les conditions experimentales permettant la circularisation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donnee en 
figure 6 sont indiqu£es pr6cis6ment plus loin dans la partie 
experimental (voir *Propri£t£s et Avantages des 
Oligonucleotides Fermes) . Dans le cas de cette sequence, le 

30 rendement de circularisation est de l'ordre de 75%. 

Cette technique a ete utilisee pour preparer les 
oligonucleotides circulaires dont il est question dans la 
partie experiment ale 

35 1-4-Les oligonucleotides circulaires pourront egalement etre 
formes par une structure bicatenaires refermee sur elle-meme 
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0 a chaque extremite par une courte boucle de nucleotides de 
jonction. Ces oligonucleotides pourront etre utilises pour 
des approches de type "sens" telles celles decrites plus 
haut. Un exemple typigue d'un oligonucleotide sens est 
illustre figure 6. Cet oligonucleotide comporte une sequence 
5 appariee de 24 nucleotides et deux boucles de jonction 
formees par T 5 . Dans 1' exemple donne ici, cet 
oligonucleotide circulaire comporte une structure 
bicatenaire correspondant a la sequence de reconnaissance du 
facteur de transcription hepatocytaire HNF-1. On tel 

10 oligonucl6otide peut etre circularise simplement en tirant 
partie de la structure secondaire bicatenaire formee par les 
sequence coniplementaires . Le point de fermeture (c'est-a- 
dire les extremites) de 1' oligonucleotide seront choices de 
facon a permettre la meilleure efficacite de circularisation 

15 par repliement intra-moleculaire . Ce point pourra etre 
centre ou plus ou moins distal par rapport a la mediane de 
la structure secondaire centrale. II convient egalement de 
noter que de tels oligonucleotides peuvent etre synthetise a 
partir non pas d'une reaction intra-raoleculaire, mais par 

20 une reaction intermoleculaire, en utilisant deux 
oligonucleotides lineaires replies sur eux-raimes, presentant 
une structure bicatenaire partielle et gen6rant des bouts 
cohesif, pouvant s'apparier entre-eux (voir le schema en 
figure 6) . 

25 

1-5-Pourra etre utilisee pour cycliser des oligonucleotides 
devant comporter une region centrale bicatenaire une 
technique consistant a preparer deux oligonucleotides 
complementaires, l'un long et 1' autre court, le second 

30 hybridant dans la partie centrale du premier. Par 1' action 
de la ligase de T4, il est possible de joindre les deux 
extremites du long oligonucleotides aux extremites de 
1' oligonucleotide apparie, meme si il n'y a pas d' homologies 
de sfequence permettant . la formation d'un auto-appariement au 

35 niveau des sequences distales 3' et 5' . On tel m^canisme 
aboutit 4 la formation d'une structure oligonucleotidique 
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0 circulaire ferm6e comportant une partie bicatenaire 
cent rale, 

1-6-Pour la preparation d' oligonucleotides circulaires en 
s£rie ribo- (oligoribonucieotides) & partir 
5 d' oligoribonucieotides lin^aireS/ les techniques utilisables 
sont de meme ordre que celles decrites ci-dessus. Cependant 
il est egalement possible d'utiliser un enzyme, la RNA 
ligase de T4 qui est capable d'effectuer spontan6ment des 
circularisation d' oligonucleotides en s6rie ribo- ou 

10 d£soxyribo-. Cet enzyme perraet, en presence d'ATP, de clore 
des oligonucleotides lineaires et de les convertir en 
oligonucleotides circulaires, II est done possible, sans 
matrice particuliere, et en 1' absence de tout 
oligonucleotide adaptateur de circulariser ainsi des 

15 oligoribonucieotides. Ce meme enzyme permet egalement de 
circulariser des oligodesoxyribonucl6otides, mais avec une 
efficacite beaucoup moins 61ev6e que lorsqu'il s'agit 
d' oligoribonucieotides. La RNA T4 ligase sera employee 
avantageusement pour circulariser des oligonucleotides 

20 antisens comportant une activite ribozymique, ou bien pour 
circulariser des ARN '"sens", comrae par exemple les sequences 
d' interaction avec des transactivateurs de type tat de HIV. 

1-7-Les procedures d6crites ci-dessus font toutes intervenir 
25 des enzymes de ligation pour former des liaisons 
phosphodiesters et clore les molecules lineaires, Pourront 
§tre utilisees pour circulariser des oligonucleotides dans 
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0 circulates faisant 1' 6b jet de 1' invention, soit des enzymes 
de ligation en solution, soit des enzymes fix6es sur un 
support dans le but d'augmenter le rendement de la reaction 
et/ou d'en diminuer le cout. 

Pourront egalement etre utilisees pour preparer les 
5 molecules circulaires faisant l'objet de 1' invention tout 
reactif chimique permettant une ligation chimique. Par 
exemple, et de fa«?on non limitative, pourraient etre 
utilises des rfeactifs tels que le carbodiimide ou le bromure 
de cyanogene. 

10 

2 AOTBES VOIES CHIMIQOE DE PREPARATION DES OLIGOKDCLEOTIDES CIRCTLAIBES 
ET/OO FERMfiS 

La preparation d' oligonucleotides fermes dans un but 
15 d' application pharmacologics, que ce soit pour des 
experimentations sur 1' animal ou pour la preparation de 
composes pharmaceutics utilisera avantageuseraent des 
methodes chimigues permettant la preparation des quantites 
importantes requises. 
20 Plusieurs voies pourront etres utilisees, en particulier on 
pourra soit synthetiser des oligonucleotides lineaires par 
les voies usuelles que l'on fermera ensuite par ligation 
chimique ou par une liaison faisant intervenir des 
nucleotides terminaux, soit synthetiser des oligonucleotides 
25 pouvant faire l'objet d'une cyclisation directement en 
derniere etape de la synthese chimique. 

2-i- amtMsfi chlmlgufi dl^ligopusl^fltidea rycnqufis 

30 Plusieurs procedures de preparation d' oligonucleotides 
cycliques ont ete decrites (Barbato et al, 1989, de Vroom et 
al., 1988). Ces approches, en phase liquide ou sur support, 
permettent d'obtenir de courts oligonucleotides cycliques. 
par exemple, on peut utiliser une technique consistant a 

35 fixer un premier residu nucleotidique par 1' intermediaire du 
groupe amine exocyclique. A partir d' un tel supporz. 
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0 1' assemblage de 1' oligonucleotide peut s'effectuer a partir 
des deux extremites 3 r et 5' qui sont prot6ges et 
disponibles. La cyclisation est effectuee, un fois la 
synthese achevee, en utilisant par exemple du MSNT, apres 
deblocage des grouperaents protecteurs des deux extremites, 

5 

Pourront §tre utilisees pour synthetiser des 
oligonucleotides cycliques dans le but de fabriquer des 
molecules antisens ou sens resistantes aux exonucleases, 
tout procede de synthese permettant l'elongation d'une 

10 chalne polynucleotidique a partir des deux extremites 3' et 
5', et la reunion de ces deux extremites apres achevement de 
l'elongation de la sequence choisie. Pourront etre utilises 
tout procedes permettant la reunion chimique dt.- deux 
oligonucleotides lineaires synthetises independamment et 

15 reassocies ensuite pour former une structure fermee au raoyen 
d'une reaction chimique specif ique des extremites. 

9-2- Fprmfiture pt nyclisatton d f oligonucleotides lineaires 

20 Divers procedes pourront etre utilises pour fermer des 
oligonucleotides lin6aires afin de former des structures 
closes faisant 1'objet de 1' invention. Dans ces structures, 
l'un # 1' autre, ou les deux nucleotides terrainaux seront 
engagees dans une liaison de couplage. En dehors des 

25 structures strictement circulaires decrites plus haut, et 
que l'on pourra obtenir soit par ligation soit par tout 
autre reaction chimique, diverses d'autres structures 
fermees deja evoquees pourront £tres obtenues par couplage 
chimique. 

30 C'est le cas en particulier des structures en lasso ou 1'un 
des nucleotides terminaux -avantageuseraent le nucleotide 3' 
terminal- est couple a l'un des nucleotides de la partie 5' 
de 1' oligonucleotide. De telles structures pourront etre 
obtenues en utilisant des nucleotides modifies capables 

35 d'etablir des pontages avec d'autres parties de la molecule. 
C'est le cas egaleraent des structures en ballon, dans 
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0 lesquelles un pontage a ete etablit par tout agent entre 
deux ou plus de deux nucleotides situes dans les regions 
terminales de 1' oligonucleotide, ces region etant apparies 
un petit nombre de nucleotides, preferentiellement sur 4 a 
10 nucleotides. 

5 C'est le cas egalement des oligonucleotides qui seront 
fermes par 1' intermediate de tout groupement, toute 
molecule ou raacromolecule permettant un couplage des 
nucleotides terminaux entre-eux, ou entre un nucleotide 
terminal et un nucleotide interne, et pouvant accroltre 

10 l'efficacite du compose en terrae de son action intra- 
cellular antisens ou sens. A titre d'exemple, on pourra 
utiliser pour cycliser les oligonucleotide des polypeptides 
longs par exemple de 5 a 100 acides amines, l'enchai.;ement 
polypeptidique devant avoir une masse suffisante pour etre 

15 reconnu par des recepteurs cellulaires et permettre une 
meilleure intemalisation ou un meilleur adressage. 

IV. EXEMPIES D' APPLICATION 

20 Les oligonucleotides fermes, en particulier circulaires, 
faisant l'objet de 1' invention decrite ici pourror.t etres 
utilises dans tous les cas ou il sera avantageux de disposer 
d'un oligonucleotide presentant une resistance accrue aux 
exonucleases par rapport a un oligonucl6otide lineaire. 

25 

Les oligonucleotides fermes, pourront en particulier etre 
utilises comme agents antisens ou sens pour agir de facon 
specifique sur la transcription ou la traduction de 
proteine(s) dont on desire moduler le niveau d' expression 
30 dans un but de recherche ou de therapeutique. 

Les quelques applications possibles qui sont donnes ci- 
dessous ne sont que des exemples non-exhaustifs et en aucun 
cas limitatifs de situations dans lesquelles une approche de 
35 type antisens, ou sens, pourrait etre envisageable, et ou 
1' utilisation d' oligonucleotides naturels resistants aux 
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0 exonucieases et presentant une toxicity des plus reduites 
offrirait un avantage. 

Plus particulierement, les composes selon 1' invention sont 
utilisables a titre d' agent therapeutique, notamment comme 
5 agent anti-viral ou anti-cancereux, en particulier dans des 
compositions pharmaceutiques pour usage topique externe, ou 
pour usage syst6mique. 

Mais ils peuvent egalement etre des inducteurs d' immuno- 
10 modulateurs naturels tels que 1' interferon. II est possible 
egalement de les utiliser en diagnostic in vitro ou in vivo 

De facon g£n6rale, les oligonucleotides ferraes, natur-ls et 
circulaires en particuliers, trouveront des terrains 

15 d' applications particulierement adaptes dans le domaine de 
la dermatologie en raison de 1' accessibility des cibles a 
traiter, et de la toxicity raineure ou inexistante de ces 
composes. Toutes les affections dennatologiques, pouvant 
relever d'un m^canisme de dysfonctionnement g6n6tique pour 

20 lesquelles on pourra identifier un facteur etiologique, en 
connaltre la sequence du gene, et/ou de l'ARN messager 
permettra d'envisager potentiellement une approche anti- 
sens, -ou m§me une approche n sens" dans certains cas 
favorables-. 

25 L' utilisation d' oligonucleotides naturels, done pr6sentant 
la toxicity la plus reduite, permet d'envisager la 
possibility de ce genre d' approche pour des affections 
graves ou mineures, et meme eventuellement pour des 
utilisations de type cosmetologiques, e'est-a-dire sur peau 

30 saine, et dans un domaine d' application ou les toxicites des 
produits doivent etres les plus basses possibles. 

A cote des cibles virales d6finies plus loin, de nombreuses 
maladies dermatologiques pourraient etres traitees par des 
35 oligonucleotides naturels circulaires ou fermes resistants 
aux exonucieases. Parmi les cibles potentielles de telles 
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0 approches, on peut noter les maladies inflammatoires telles 
que les dermatites atopiques ou le lupus erythemateux, les 
maladies de la keratinisation comme l'ichtyose et le 
psoriasis, et les maladies tumorales corome le melanome ou le 
lymphome T cutane. Ainsi par exemple, des oligonucleotides 

5 antisens circulaires appliques a la dermatologie pourraient 
etre diriges contre des ARN messagers de mediateurs de 
1' inflammation comme des interleukines, contre des RNA 
messagers de proteines impliquees dans les troubles de la 
proliferation des cellules epidermiques, ou bien contre des 
10 ARN messagers codant pour des proteines impliques 
eventuellement dans le vieillissement cutane phenotypique, 
comme par exemple la collagenase, l'elastase, les 
transglutaminases . 

15 De facon plus generale, les oligonucleotides fermes, 
naturels et circulaires principalement, pourraient par 
exemple etre utilises comme agents antiviraux, antisens, ou 
sens, que ce soit pour des indications topiques 
(dermatologiques) ou pour des indications systemiques. Par 

20 exemple, de tels oligonucleotides pourraient etres utilisfes 
comme agents anti-herpetiques (HSV 1 et HSV 2, CM, EBV) , 
comme agents anti-papillomavirus (HPV cutan6s, genitaux, 
larynges ou autres) , comme agents anti-hepatites (HBV, HCV, 
HDV), comme agents anti-HIv (Hiv-l et HIV-2), comme agent 

25 anti-HTLV (HTLV-1 ou HTLV-2) , etc. . 

Ces oligonucleotides circulaires, pourraient egalement etre 
utilises comme agents de repression de 1' expression de 
certaines proteines cellulaires directement responsables ou 
impliquees dans l'etiologie de maladies de la proliferation 

30 et de la dif ferenciation cellulaire. Par exemple, ces 
oligonucleotides circulaires pourraient etre diriges contre 
l'expression d' oncogenes cellulaires hyper-exprimes ou 
expriraes de facon incontroles dans des types cellulaires 
tumoraux (RAS, ERB, NEU, SIS, MYC, MYB,etc. ..) . 

35 En particulier, ces oligonucleotides circulaires naturels 
resistants aux exonucl6ases seriques pourraient etres 
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0 utilises conune agent antisens diriges contre des ARN 
messagers d' oncogenes exprimes dans des cellules leuceraiques 
et impliquGs dans leur proliferation, ou bien comrae agents 
« S ens" diriges contre des prolines & affinite pour 
certaines sequences de l'ADN et expriraees A des niveaux 

5 pathologiques dans certaines de ces maladies proliferatives . 
Dans le cadre du traiteraent de certaines leucemies, pour des 
greffes de moelle, les oligonucleotides fermes, circulaires, 
pourront etres utilises dans le cadre d' applications "ex 
vivo" . 

10 

Pour ces nombreuses indications, des formulations gaieniques 
adequates pourront etres etablies afin d'optimiser la 
delivrance de ces molecules & leurs cellules cibles. Unsi, 
par exemple, des oligonucleotides fern^s, circulaires en 

15 particulier, pourront etres encapsuies dans des liposomes, 
des nano-particules, des particules LDL, ou dans tout autre 
type de micro-sphere permettant une conservation adequate, 
et favor isant le ciblage. Les molecules oligonucieotidiques 
ferraees, circulaires par exemple, pourraient egalement etre 

20 associees A des agents surfactants cationiques. II est bien 
evident que ces quelques exemples ne sont ni exhaustifs ni 
limitatifs. 

Les oligonucleotides fermes, circulaires en particulier, 
25 faisant l'objet de 1' invention decrite ici, sont done 
susceptibles d' etres inclus dans toutes sortes de 
preparations pharraaceutiques, k des concentrations variables 
selon les indications. 

En particulier, les applications dermatologiques evoquees 
30 plus haut exigeront la preparation de cremes, solutions, 
emulsions, lotions, gels, sprays, poudres, aerosols, etc., 
prepares en associant 1' oligonucleotide circulaire -ou 
ferm6- de sequence choisie, avec les composants 
pharmaceutiques usuels entrants dans la composition de ces 
35 produits. Par exemple, pour des preparations destinees A des 
applications topiques en dermatologie, les oligonucleotides 
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0 circulaires, ou fermes, pourront etre associes a toutes 
sortes d' agents de preservation, comme l'hydroxybenzoate de 
methyle ou de propyle, le chlorure de benzalkonium par 
exemple, et A d'autres agents de stabilisation, 
d'emulsification, de dispersion, de suspension, de 

5 solubilisation, de coloration, d' epaississeraent , de 
fragrances, etc. . . 

On doit noter que certaines de ces compositions, en 
particulier les compositions destinees A des applications 
topiques pour des indications en derraatologie, pourront 

10 associer a la fois des oligonucleotides circulaires -ou 
fermes- avec d'autres principes actifs comme par exemple des 
agents bacteriostatiques, ou ant iseptiques, ou 
antimicrobiens, ou antibiotiques, ou analgesiqucs, ou 
antipruritiques, etc.. 

15 Tous ces exemples ne sont donn6s que pour illustrer le 
propos et ne sont ni exhaustifs ni limitatifs. 

V. PROPRIETES ET AVANTAGES DES OLIGONUCLEOTIDES FERMES 

20 Les exemples experimentaux sont donnes ci-dessous pour 
illustrer les avantages d'un oligonucleotide ferm6 sur un 
oligonucleotide ~ouvert", liueaire, de meme sequence. Ces 
exemples sont tires d' experiences realisees avec des 
oligonucleotides circularises selon le procede indique dans 

25 la partie "obtention des oligonucleotides fermes", 
paragraphe 1-3. Les oligonucleotides fermes dont il est 
question ici sont done des oligonucleotides circulaires, 
composes de nucleotides naturels, relies entre eux par des 
liaisons phosphodiester non modifiees. 

30 

La description et les exemples font reference aux figures 
ci-annexees sur lesquelles portent les legendes suivantes : 

Figure 1: 

35 

A-Exemples de structures d' oligonucleotides antisens fermes. 
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0 B-Exemples de structures d* oligonucleotides sens fermes. 

C-Molecule mixte pouvant exercer un effet sens et antisens. 

D-Structure des bases composant les oligonucleotides et 
5 structure de la liaison phosphodiester reliant les 
nucleotides naturels entre eux. 

Figure 2: 

10 A-Representation schematique de certaines des modifications 
pouvant etre utilisees pour accroltre la stabilite de la 
liaison phosphodiester et en particulier sa resistance aux 
endonucleases. 

15 B-Representation de quelques agents reactifs de type 
intercalants pouvant etres couples aux oligonucleotides 
antisens . 

Figure 3: 

20 

Exemple d'un ribozyme circulaire comportant le site 
catalytique dit "en T" et une boucle d'ARN pouvant etre 
compleraentaire & une sequence cible. 

25 Figure 4: 

A-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
compose de nucleotides naturels relies entre-eux par des 
liaisons phosphodiesters non modifiees. 

30 

B-Representation schematique d'un nucleotide ferme en lasso 
avec extremity 5' libre et extremite 3' bloquee dans le 
pontage intra-catenaire . 



35 
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0 C-Representation schematique d'un oligonucleotide ferme en 
ballon, avec une liaison intra- cat enai re etablie entre les 
penultiemes nucleotides terminaux 5' et 3' • Ce type de 
structure peut comporter une ou plusieurs liaisons 
intercatenaires entre 1'une quelconque des paires de 

5 nucleotides apparies formant la queue du ballon. 

D-Representation schematique d'un oligonucleotide ferme par 
un peptide (oligopeptide) • 

10 E-Representation schematique d'un oligonucleotide circulaire 
comportant une extension peptidique laterale. 

Figure 5: 

15 A-Representation schematique d'un oligonucleotide ferme, 
circulaire, comportant une region bicatenaire auto-appariee 
partielle. 

B-Representation sch6raatique d'un oligonucleotide ferm6, 
20 circulaire, compose d'une longue sequence bicatenaire auto- 
appariee (sequence de reconnaissance d'un facteur de 
transcription par exemple) et de deux boucles de jonction 
poly(T). 

25 Figure 6- 

A-Circularisation d'un oligonucleotide lineaire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement complementaire comme guide 
et la ligase de T4. 

30 

B-Circularisation d'un oligonucleotide lineaire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement complementaire comme guide 
fixe sur un support et la ligase de T4. 

35 C-Circularisation d'un oligonucleotide comportant une region 
d'auto-apparieraent au moyen de la ligase de T4. 
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D-Exemple de reaction biraoieculaire entre deux 
oligonucleotides auto-apparies et presentant des bouts 
coh6sifs, permettant de g6n6rer un oligonucleotide portant 
une longue region bicatenaire et deux boucles d' adaptation. 

5 

Figure 7: 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylaraide sur lequel on 
a fait migrer divers oligonucleotides (circulaires et 
10 lineaires) apr£s traitement par differents enzymes 
exonucleolytiques . 

La sequence de 1' oligonucleotide c7 est celle decrite dans 
la .Figure 6C; les oligonucleotides c6 et c8 sont competes de 
sequences differentes mais pouvant adopter le meme type de 
15 structure que c7, c'est-A-dire une structure fermee avec 
partie bicatenaire centrale. 

Les conditions de ligation des oligonucleotides c6, c7 et c8 
sont celles decrites dans "Proprietes et avantages des 
oligonucleotides ferm6s -1". 1 Jig d' oligonucleotide 

20 radioactif provenant de la reaction de ligation (pistes 5 k 
8) ou 1 lig d' oligonucleotide lineaire correspondant (pistes 
1 A A) ont 6te analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M 
uree sans traitement posterieur (pistes 4 et 5), ou apres 
incubation avec la phosphatase alcaline (pistes 3 et 6), 

25 avec 1' exonuciease VII (pistes 2 et 7) ou avec la 
phosphodiesterase I (pistes 1 et 8) dans les conditions 
decrites dans ^Proprietes et avantages des oligonucleotides 
fermes -2"\ 

L indique la position de migration des oligonucleotides 
30 lineaires ; F indique la position de migration des 
oligonucleotides fermes. 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou circulaires 
35 apres incubation en presence de serum. 

1 jig de 1' oligonucleotide radioactif c7 ( dont la sequence 
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0 est donnfee en figure 6C) lineaire (L) ou ferme (F) , ont fetfe 
prepares et purifies comme dfecrit dans -Proprietes et 
avantages des oligonucleotides fermes-1". Apres incubation a 
37° C pendant les temps indiques en presence de DMEM 
contenant 10% serum de veau foetal, les produits ont ete 

5 analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M urfee dans les 
conditions detaillees dans -Proprietes et avantages des 
oligonucleotides fermes-3''. 

C-Representation graphique de la degradation (mesurfee par 
10 analyse sur gel comme decrit precedemtnent) des 
oligonucleotides c7L (lineaires) et c7F (circulates) apres 
incubation dans 10% de serum de veau fetal, comme decrit 
precedemment, du temps t=0 au temps t=96 heures Pour 
obtenir une quantification, les fragments de gel 
15 correspondant aux localisation des bandes, observfees par 
autoradiographie, ont ete decoupees et leur radioactivite 
mesuree par comptage dans un compteur a scintillation. On 
exprime les resultats en pourcentage de degradation par 
rapport 4 la radioactivite du temps t=0. 

20 

Figure 8: 

A-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide non denaturant 
sur lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires 
25 ou circulaires apres hybridation avec des oligonucleotides 
comportant des sequences complement aires, en sferie 
desoxyribo- ou ribo-. 

300 ng de 1' oligonucleotide radioactif c7 feme (F) ou 160 
ng de 1 ' oligonucleotide c7 lineaire (L) ont fete incubes avec 

30 des quantites croissantes d'un oligonuclfeotide non 
complementaire (pistes a a g) ou d'un oligonuclfeotide 42-mer 
(12; pistes h 4 n) complementaire de 21 nuclfeotides de la 
grande boucle de c7 (Figure 6C) . La quantite 
d' oligonucleotide froid ajoutfee est de 0 (pistes aethl, 30 

35 ng (b et i) , 60 ng (c et j) , 150 ng (d et k) , 300 ng (e et 
1), 750 ng (f et m) ou 1500 ng (g et n) . Apres hybridation 
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0 dans les conditions decrites dans ~Propri6t6s et avantages 
des oligonucleotides fermes-4-1", les produits ont ete 
analyses sur gel non denaturant de polyacrylamide 20%. 
Les filches indiquent les positions des oligonucleotides c7 
ferme (F) , lineaire (L) et des hybrides C7L/12 et C7F/12. 

5 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide d6naturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
circulaires hybrides ou non avec des oligoribonucieotides 
comportant une r6gion compl6mentaire puis traites a la 
10 nuclease SI. 

300 ng de 1' oligonucleotide c7 ferm6 (F) ou lineaire (L) , 
synthetises et purifi6s comme decrit dans la Figure 8A, ou 
300 ng d'un oligonucleotide froid 42-mer (12) oi.t ete 
incubes avec 1 ng d'un ARN long de 43 nucleotides transcrit 

15 in vitro et marque au 32 P h haute activite specifique 
( M Proprietes et avantages des oligonucleotides fennes-4-2* f ) . 
L' ARN 4 3-mer comporte 27 bases corapiementaires des 21 
nucleotides de la grande boucle plus 6 nucleotides de la 
region auto-appariee de c7F (Figure 6C) ; il est aussi 

20 complementaire de 37 bases de 1' oligonucleotide 42-mer 12. 
Apres hybridation, les produits sont analyses sur gel de 
polyacrylamide 20%/7M ur6e directement (piste 1) ou apres 
incubation de 3 minutes (piste 3) ou 30 minutes (piste 4) en 
presence de la nuclease SI ou 30 minutes en absence de 

25 nuclease SI (piste 2) dans les conditions decrites dans 
^Proprietes et avantages des oligonucleotides ferroes-4-2" .La 
partie gauche de la figure (-) montre les resultats obtenus 
avec 1' ARN 43-mer incube seul. 

Piste 5: ARK 43-mer n r ayant subi aucun traitement posterieur 
30 £ la transcription. 

Les fieches indiquent les positions des oligonucleotides ARN 
43-mer, c7 ferme (F) , c7 lineaire (L) ainsi que celles des 
ARN proteges (RNA 37, 27 et 21) . 

35 C-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou 
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0 circulates hybrides ou non avec des oligoribonucleotides 
comportant une region complementaire et que l'on a ensuite 
traites a la RNase H. 

Les oligonucleotides testes (RNA 43, c7F , C7L et 12) , ainsi 
que les conditions d' hybridation, sont les memes que ceux 
5 decrit dans la Figure 8B. Apres hybridation, les produits de 
la reaction ont et6 incubes en absence (-) ou presence (+) 
de la RNase H et.ont ete analyses sur gel de polyacrylaraide 
20%/7M uree dans les conditions decrites dans -Proprietes et 
avantages des oligonucleotides fermes-5". Les f leches 
10 indiquent les positions de l'ARN 43-mer, c7 ferme (F) ou c7 
lineaire (L) . 

Figure 9 : 

15 Analyse des effets d' oligonucleotides lineaires ou 
circulaires sur la croissance cellulaire. 

Figure 10 : 

20 Etude des effets inhibiteurs d' oligonucleotides antisens 
lineaires ou circulaires sur la multiplication du virus HSV- 
1. 

Figure 11 : 

25 

Gel de retard illustrant la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par des oligonucleotides de type sens, 
lineaires bicatenaires ou ferraes circularisation . Les 
abbreviations utilisees dans cette legende se referent a la 
30 nomenclature utilisee dans l'exeraple 7. 

01 HNF-1 LB sans extrait nucleaire 

02 HNF-1 LB +lfig extrait nucleaire de foie 

03 HNF-1 CI sans extrait nucleaire 

35 04 HNF-1 CI +lug extrait nucl6aire de foie 
05 HNF-1 CI non ligue sans extrait nucleaire 
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0 06 HNF-1 CI non ligue +ljig extrait nucieaire de foie 

07 HNF-1 C2 sans extrait nucieaire 

08 HNF-1 C2 +ljxg extrait nucieaire de foie 

09 HNF-1 C2 non ligue sans extrait nucieaire 

10 HNF-1 C2 non ligue +ljig extrait nucieaire de foie 
5 11 HNF-1 C3 sans extrait nuc!6aire 

12 HNF-1 C3 +ljig extrait nucieaire de foie 

13 HNF-1 C3 non ligue sans extrait nucieaire 

14 HNF-1 C3 non ligue +lM-g extrait nucieaire de foie 

10 HNF-1C1, C2, C3 representent 3 preparations diff6rentes de 
1' oligonucleotide sens HNF-1 C. 

Example 1 

Qht-PnHon d' nliaonnrl^oHctes ferm^s conroortant une region 
15 dlautflappariement an moven de la ADN lipase de T4. 

Les conditions exp6rimentales permettant la 
fermeture/ligation efficace des oligonucleotides dont les 
sequences sont donnees dans la Figure 7A sont les suivantes: 

20 11 \1H d' oligonucleotide lineaire marque en 5' avec du g 32 P 
ATP (150 ng; activite specifique= 2-3 xlO 5 cpra/ng) , 50 mM 
Tris-HCl pH 7.8 r 10 mM MgCl 2 , 20 raM DTT, 1 mM BSA sur M ATP 
et 10.000 unites de l'ADN ligase de T4 (2,000 u/(il; New 
England Biolabs) dans un volume total de 1 ml. Apr£s 

25 incubation pendant 48 heures a 4 <> C, les melanges de 
reaction sont extraits au ph6nol/chlorof orme/alcool 
isoamilique, pr'ecipites a l'ethanol absolu, laves a 
l'ethanol 80% et seches. Les produits de ligation sont 
ensuite s6pares de 1' oligonucleotide non ligu6 par 

30 elect rophorese denaturante en gel de polyacrylaraide 20%/7 M 
ur6e. Les positions des oligonucleotides peuvent etre 
observees directement par interference de fluorescence en 
irradiant a 212 nm le gel place sur une plaque contenant un 
chromophore fluorescent aux ultraviolets, ou bien par 

35 autoradiographic. L' oligonucleotide monomerique ligue se 
caracterise par une migration ralentie par rapport a son 
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0 homologue non ligue (Figure 7A et B) . Les bandes 
correspondantes a 1' oligonucleotide raonomerique fenne et a 
son homologue lineaire non ligue sont excisees du gel, et 
l'ADN est isole par les techniques classiques d' extraction 
de gels de polyacrylaraide. Dans le cas des sequences 

5 considerees , le renderaent de formation de 1' oligonucleotide 
monomerique ferae est de l'ordre de 65 a 75%. 
Alternativement, les produits de la reaction de ligation 
peuvent etres analyses sans purification prealable, 
directement apres inactivation de la ADN ligase en chauffant 
10 le milieu de ligation pendant 2 minutes a 90° C 

Rypmple 2 

pac-ict-ancP nl i anrmrl POt i 0>S cixClllaijaS fin SfiXifi 

^py yr*^- * » v ".iri4.a«;ps pi- anx phospharafifffi 

15 

Nous avons compare la resistance des oligonucleotides 
circulaires et lineaires a 1' action de la phosphatase 
alcaline (phosphomonoesterase hydrolysant les phosphates 3' 
et 5' de l'ADN et de l'ARN), de 1' exonuclease VII 

20 (exodesoxyribonuclease digerant l'ADN monocatenaire depuis 
les deux extremites 3' et 5'), et de la phosphodiesterase I 
(exonuclease digerant l'ADN. ou l'ABN 4 partir du 3' OH) 
Pour cette exp6rience, les oligonucleotides 5' 32 P dont les 
sequences sont indiquees dans la Figure 7A ont ete prepares 

25 comme decrit ci-dessus (paragraphe 1) . Apres ligation, les 
melanges reactionnels ont 6te chauffes pendant 2 minutes a 
90°C afin d'inactiver l'ADN ligase. 

1 ug d' oligonucleotide provenant de la reaction de ligation 
ou 1 Ug de 1' oligonucleotide lineaire homologue, non- 
30 circularise et utilise a titre de teraoin, ont ete incub6s a 
37°C dans un volume de 10 Ul de 50 mM Tris HC1 pH 7.5, 10 mM 
MgCl 2 , 20 mM DTT en presence de 1 unite de phosphatase 
intestinale de veau (CIP) ou de 1 unite d' exonuclease VII de 
E.coli pendant 1 heure, ou de 5 x 10" 5 unites de 
35 phosphodiesterase I de Crotalus durissus pendant 10 minutes. 
Apres incubation, les produits de la reaction sont analyses 
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0 sur gel de polyacrylamide 15% dans des conditions 
denaturantes . Le resultat du gel est present^ en Figure 7A. 
On observe sur 1' autoradiographic de ce gel que: 

-les oligonucleotides fermes circulaires sont 
resistants k la phosphatase alors que les oligonucleotides 
5 lineaires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides fermes circulaires sont 
resistants & 1' action de l'exonuclease VII alors que les 
oligonucleotides lineaires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides fermes circulaires sont 
10 resistants h 1' action de la phosphodiesterase I alors que 
les oligonucleotides lineaires y sont sensibles. 

Cette experience montre que les oligonucleotides pi Spares 
comrae indique plus haut sont bien des molecules circulaires 
15 ferraees de fagon covalente, et que ces molecules presentent 
une resistance totale aux enzymes exonucleolytiques. 

Example 3 

Rpsistanrp des ol icronucl £ot_ idp s circulaires fennfes — ailX 

20 nucleases sSriques 

Les oligonucleotides fermes circulaires presentent une 
resistance £ la degradation nucleolytique superieure £ celle 
des oligonucleotides lineaires lorsqu'ils sont incubes en 

25 presence de serum, 

1 \ig d' oligonucleotide ferme et 1 Jig d' oligonucleotide 
lin6aire correspondant, prepares et purifies apres ligation 
comme decrit dans le paragraphe 1, sont incubus 4 37°C dans 
10 [Li de milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal. 

30 La cinetique de la reaction est suivie jusqu'£ 96 heures, et 
les prelevements effectues en fonction du temps analysee sur 
gel de polyacrylamide 15% en conditions d6naturantes . 
L' autoradiographic d'un gel d' analyse de la degradation sur 
24 heures est presente en Figure 7B. 

35 La figure 7-C est la representation graphique d'une etude 
sur 96 heures de la degradation d f un oligonucleotide 
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0 linSaire (c7L) en comparaison avec la degradation d'un 
oligonucleotide circulaire (c7F) dans les conditions 
decrites ci-dessus. Ce graphique met en evidence les 
differences considerables de stabilites entre ces deux types 
d' oligonucleotides . 

5 Ces experiences permettent de tirer les conclusions 

suivantes : 

-les oligonucleotides lineaires sont rapidement 
degrades par les nucleases du s6rum. La degradation 
intervient d£s les premieres minutes de 1' incubation, et est 
10 complete apres quelques heures; 

-le temps de demie-vie d'un oligonucleotide lineaire 
normal, non modifie, est tr6s inf6rieur a 1 heure, cette 
duree pouvant varier 16gerement en plus ou en .moins selon 
les serums utilises; 
15 -la degradation des oligonucleotides lin6aires est 
processive, et on observe 1' apparition de produits de 
degradation de longueur d6croissante, devenant de plus en 
plus courts en fonction du temps, ce qui indique que la 
degradation est principalement le fait d'exonucl6ases, et en 

20 particulier de 3' . exo; 

-en revanche, les oligonucleotides fermes sont 
resistants a la nucieolyse par les enzymes s6riques, et 
moins de 60% de conversion en produits de degradation esc 
observ6e meme apres 96 heures (4 jours) d' incubation a 37° C. 

25 -le temps de demie-vie d'un oligonucleotide circulaire 

ferine dans le s6rum est tr6s sup6rieur a 24 heures. 

Ces r6sultats confirment que la degradation des 
oligonucleotides antisens dans le s6rum est principalement 
30 le fait d'exonucl6ases et non pas d'endonucieases et mettent 
en evidence la resistance a la degradation des 
oligonucleotides ferm6s. 



Des oligonucleotides fermes naturels, ne portant pas de 
35 modifications chiraiques particulieres, pr6sentent une 
resistance aux nucleases seriques similaire a la resistance 
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0 decrite pour des derives modifies. Cette experience montre 
done que dans des condition standards d' incubation 
d' oligonucleotides en presence de serum, les 
oligonucleotides fermes qui font 1'objet de ce brevet 
presentent un avantage notable sur les oligonucleotides 

5 lineaires. 

Rxemple 4 

Hyhrldaflon H'ol jflpjou c] eotlries fermes en s£rie dfesoxvrlbo- 
pypr Hp 1 9 ADN Pt de 1 ' ARN 

10 

Pour presenter un effet antisens, les oligonucleotides 
antisens doivent pouvoir hybrider avec leur cible dans des 
conditions de stabilite satisfaisante. Nous avons analyse 
1' hybridation entre des oligonucleotides fermes et des 
15 polynucleotides portant des sequences complementaires, soit 
en serie ribo- soit en serie desoxyribo-. 

flxemple 4-1 

Mise en evidence de Vhvh H riaHnn entre un oligonucleotide 
20 form* et n n AON Hneaire 

On incube 300 ng d' oligonucleotide circulaire ferme, prepare 
et purifie comme decrit ci-dessus, -ou 160 ng de 
1' oligonucleotide horaologue lineaire £ titre de teraoin- avec 

25 un oligomer froid long de 42 nucleotides comportant une 
sequence de 21 nucleotides complementaire aux 21 bases 
formant la grande boucle dans la structure fermee (voir la 
sequence de la Figure 6C) Les rapports molaires entre 
1' oligonucleotide marque et 1' oligonucleotide complementaire 

30 froid varient de 10:1 A 1:5 1/ hybridation se fait pendant 1 
heure A 37°C dans IX SSC (150 mM NaCl, 15 mM Na 3 citrate, pH 
7.0)- Apres incubation , les produits sont analyses sur gel 
de 20% polyacrylamide non denaturant. Les resultats de 
1' autoradiographic du gel sont presentes en Figure 8A. 

35 On observe sur ce gel que les cinetiques de deplacement des 
bandes entre les positions monocatenaire et bicatenaire sont 
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0 identiques pour les oligonucleotides lineaires et les 
oligonucleotides fermes. Ce resultat signifie que les 
efficacites d' hybridation entre un oligonucleotide ferine et 
un ADN coraplementaire sont identiques a celles d'un 
oligonucleotide lineaire avec une sequence complement aire, 

5 

Example 4-2 

rarrographip rip 1 aiy b rJ dati Qfl pntre un oHqonucl6Qt . idfi f firms 
et un RTm Linfeaire. 

10 1/ experience suivante consiste a analyser par la technique 
de protection a la nuclease SI la position des r6gions 
bicatenaires lors de 1' hybridation entre un 
desoxyribonucleotide ferme et un oligoribonucl*otide 
comportant une sequence qui est complement aire a la region 

15 en boucle de 1' oligonucleotide ferme. La nuclease SI est une 
endonuclease specifique des acides nucleiques simple brin, 
qui ne digere que les sequences non appariees. C'est un 
enzyme qui permet de cartographier les regions qui sont sous 
forme bicatenaire et de les differencier des regions 

20 monocatenaires . 

On incube un oligonucleotide ferme, synthetise et purifie 
comme decrit plus haut, avec un ARN lineaire long de 43 
nucleotides, comportant une sequence de 27 bases 
complementaires aux 21 nucleotides de la boucle de 

25 1' oligonucleotide ferme et a 6 des nucleotides engages dans 
la region auto-appariee (voir la sequence de la Figure 6C) . 
Cet ARN a ete transcrit par 1' ARN polymerase de T7 a partir 
d'une matrice synthetique et marque avec de l'a 32 P ATP a une 
activite specifique elevee (2 f 3 x 10 8 cpm/ug) . Apres 

30 transcription l r ARN transcrit est purifie par electrophorese 
sur gel de polyacrylamide 15%/7 M uree, elue du gel et 
precipite a l'ethanol, puis suspendu dans de l'eau. 
Apres incubation pendant 1 heure a 37° C de 300 ng 
d' oligonucleotide ferme ou de son homologue lineaire avec 1 

35 ng d f ARN dans 0.15 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.9, 0.3 mM EDTA, 
on dilue le melange de reaction 10 fois dans 50 mM NaCl, 33 
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0 mM acetate de sodium pH 4.4 et 30 \1M ZnS0 4 et on ajoute 4 
unites de nuclease SI. On preieve des aliquotes apr£s 3 
minutes et 30 minutes de digestion a 37° C et on analyse les 
produits obtenus sur gel de polyacrylamide 20% dans des 
conditions denaturantes. A titre de controle, on a egalement 

5 incube dans des conditions identiques l'ARN radioactif en 
presence d'un oligonucleotide lineaire compiementaire a 
l'ARN sur 37 nucleotides. 

Les resultats de cette experience sont pr6sent6s en Figure 
8B 

10 On observe sur ce gel que: 

-L'ARN incube en 1' absence d' oligonucleotide 
compiementaire ou en presence d'un oligonucleotide non 
compiementaire, est ef f ect ivement non hybrid et 
corapieteraent digere par la nuclease Si; 

15 -l'ARN incube avec un oligonucleotide lineaire contrGle 

est protege de la digestion sur une longueur de 37 
nucleotides, ce qui correspond a la longueur des sequences 
compiementaires; apr£s 30 minutes d' incubation le profil de 
protection se deplace vers des bandes centrees autour de 

20 deux bandes majoritaires de 35 et 34 nucleotides, 
respectivement ce qui peut correspondre a une ^respiration" 
de la molecule bicatenaire; 

-l'ARN incube avec 1' oligonucleotide ferme presente un 
profil de protection caracteristique, avec plusieurs bandes 

25 reparties selon une distribution centrees autour d'une bande 
de longueur de 27 nucleotides correspondant a la bande 
majoritaire; apres 30 minutes d' incubation les bandes 
proteges majoritaires se situent au niveau de 20 et 21 
nucleotides; 

30 -ie profil de protection observe lors de 1' incubation 

de l'ARN avec un oligonucleotide de ra£rae sequence que 
1' oligonucleotide circularise, raais lineaire est identique a 
celui de 1' oligonucleotide circularise; 

-le schema de protection de l'ARN par 1' oligonucleotide 

35 ferme montre done que 1' hybridation entre l'ARN et la boucle 
circulaire de 1' oligonucleotide s'effectue sur une longueur 



WO 92/19732 PCT/FR92/00370 

43 

0 optijnale de 21 nucleotides, comprenant ainsi la totalite de 
la boucle. L'ARN complementaire peut meme deplacer les 
nucleotides apparies dans la partie bicatenaire de 
1' oligonucleotide pour s'y hybrider. 

5 Cette experience demontre que 1' hybridation entre un 
oligonucleotide ferine et un ARN coraportant une region 
complementaire a la boucle peut se realiser dans des 
conditions de temperature et de force ionique standard et 
que l'hybride ainsi forme presente les caracteristique 
10 normales d'une molecule bicatenaire resistante a la nuclease 
SI. 

F.xpmplfl 5 

A rr1v fl t -< r n h» n a cti3dl^ h nar un hvhrldp formfr entre 

15 ,,n nUrrnnnc l ft^H* Hmilnri^ ffirmP ft UP ftRN Unftnlre 

On sait que les effets antisens d' oligonucleotides 
complementaires a un ARN messager sont, dans de nombreux 
cas, le resultat d'une action de la RNase H cellulaire sur 

20 le substrat ainsi forme. La RNase H est une activite 
enzymatique qui degrade 1' ARN lorsqu'il se trouve sous la 
forme d'un hybride ARN/ADN. Nous avons done verifie que 
1' hybridation entre un oligonucleotide antisens ferae et un 
ARN lineaire creait bien un substrat pour la RNase H. 

25 La structure de l'ARN lineaire utilise pour cette experience 
ainsi que sa preparation ont ete decrites au paragraphe ci- 
dessus. 

V hybridation de 300 ng d' oligonucleotide ferine ou de son 
homologue lineaire avec 1 ng d' ARN radioactif (2,3 x 10 8 

30 cpm/ug) coraportant une region complementaire a la partie en 
boucle de 1' oligonuclfeotide antisens est realisee dans les 
conditions decrites dans le paragraphe 4-2. Ces conditions 
assurent une hybridation de la totalite de l'ARN a l'ADN 
complementaire. On dira que la reaction d' hybridation est 

35 "conduite" par l'ADN. Apres incubation, on dilue 10 fois le 
volume, en ajustant le tampon d' incubation a 20 mM Tris KC1 
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0 pH 7.5/ 100 mM KC1, 10 mM MgCl 2 r 0.1 mM DTT, et on ajoute 2 
unites de RNase H, On incube a 37°C pendant 20 minutes et on 
analyse les produits de la r6action comme ci-dessus. Les 
resultats du gel sont presentes dans la Figure 8C. 
On observe sur ce gel que: 

5 -1'ARN marque non hybride avec une sequence d'ADN 
complementaire est corapleteraent resistant a 1' action de la 
RNase H; 

-1'ARN marque, long de 43 nucleotides, hybride avec un 
oligonucleotide lineaire contrdle complementaire a 37 bases 

10 de 1'ARN devient partiellement sensible a 1' action de la 
RNase H, et donne des produits de degradation; 

-1'ARN marque hybride avec un oligonucleotide ferme, 
dont la boucle est complementaire a 21 nucleotides Je cet 
ARN, devient tres sensible a 1' action de la RNase H et donne 

15 une serie de produits de degradation dont les longueurs sont 
compatibles avec les analyses de protections a la SI 
decrites dans le paragraphe ci-dessus. 

En fait 1' experience d' induction de substrat pour la RNase H 
20 est 1' image en miroir de Inexperience de protection a la SI 
et les resultats obtenus dans les deux cas sont tou*; a fait 
coherent s f indi quant a la fois des positions d'hybridations 
similaires et montrant qu'un substrat pour la RNase H peut 
etre cree par hybridation entre un ARN lineaire et un 
25 oligodesoxyribonucleotide circulaire. 

Cette experience montre done qu'un ARN lineaire hybride 
partiellement a un oligodesoxyribonucleotide ferme devient 
un substrat pour la RNase H, ce qui implique qu'un ADN 

30 circulaire hybride a un ARN messager cible peut exercer un 
effet antisens par le biais de 1' action de cet enzyme sur un 
substrat ainsi genere, De plus, cette experience montre 
egalement que, dans des conditions experimentales de 
concentration identiques, le substrat ARN/ADN circulaire 

35 donne lieu a une degradation plus importante par la RNase H 
que le substrat ARN/ADN lineaire. Dans des conditions 
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0 identiques, toutes choses etant egales par ailleurs, les 
oligodesoxyribonucleotides antisens circulaires presentent 
done un avantage supplemental^ sur les oligonucleotides 
antisens lineaires. 



5 fiXKMPLE 6 

T nMM H n n de 1a nu l tiglicatlM du virus Hprnffi . Simplex type 
1 f H sY-i) r ^T- rips nUffnnncUnMfips antispns circulaires . 

L' oligonucleotide GT, dont la sequence est donnee ci-dessous 
10 a ete synthetise, circularise ou non, et utilise dans les 
experiences decrites ici, soit sous forme lineaire, soit 
sous forme circulaire. 

1 -Prof or" 1 "* eynftrimentaux 

15 

S£guence pf cirrularlfiatioi] de Lloligomiclfeotlde GT 

Sequence de GT:5' GTG GGA CGT TCC TCC TGC GGG AAG CGG C 3' 

20 Pour permettre une circularisation chiraique efficace, 
1' oligonucleotide GT a ete synth6tise sous forme 3'P, et 
circularise en positionnant les extremit6s 5' et 3'P par 
hybridation avec 1' oligonucleotide de sequence partiellement 
complementaire suivante: 5' CCA CGC CG 3' 

25 

Les conditions de ligation utilisees sont les suivantes: 
pour 100 \ig d' oligonucleotide GT : lOOfig oligonucleotide 
complementaire 

0,25 M MES, pH 7,4 
30 20 mM MgCl2 

0,2 M CnBr 
Volume reactionnel: 500 \il 

Incubation a 4°c pendant 30 minutes. La reaction est arretee 
par addition de 1/10 de volume d' acetate de sodium 3M, et 
35 2,5 volumes d'ethanol absolu, les oligonucleotides 
precipites et purifies sur gel de poly aery 1 amide denaturant. 
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0 

Jpfprl-ion rigs CfillllLfijS EJ presence OU — £13 absence 

H' r>Hgnnnr 1pnHriPS anfisens 

Les cellules (cellules Vero ATCC -passage 121- cultivees en 
milieu (Gibco) MEM compieraente de 5 ou 10% de SVF, de L- 
5 glutamine, d'acides amines non essentiels et de p6ni- 
strepto) sont repiqu6es la veille de 1' infection k une 
density de 5.10 4 cellules par puits de 2 cm 2 * 16 & 24 heures 
apr£s,les cellules sont infectees avec HSV1F a une 
multiplicity d' infection de 3 pfu/cellule en presence ou en 

10 absence d' oligonucleotides. 

Les oligonucleotides sont dilu6s dans du milieu de culture 
sans s6rum en concentration 2X par rapport & la 
concentration finale d6sir6e pour etre ajoutes scus un 
volume de 50 |il. Le virus est ajoute egalement sous un 

15 volume de 50 jil, 5 mn , apr£s les oligonucleotides. Les 
cellules sont done traitees sous un volume de lOOjil (50 \il 
oligonucleotides + 50 Jil virus) pendant une heure £ 37° C 
avec agitation douce toutes les 15 mn. Alternativement, les 
oligonucleotides peuvent etre ajoutes plusieurs heures avant 

20 1' infection. 

Apr£s 1 heure d' incubation, le milieu est aspire et 500 Ul 
de milieu complet sont ajoutes sur les cellules. 
L' incubation est poursuivie 24 h avant d'etre arretee par 
congelation des plaques dans 1' azote liquide. 
25 Toutes les mesures d f inhibition sont effectuees en duplicats 
ou triplicats. 

THfratHon du virus 

Les virus sont recuperes directement dans le milieu de 
30 culture apres 3 cycles rapides congelation azote 
liquide/decongeiation & 37°C. lis sont ensuite dilues en 
milieu sans serum pour effectuer la titration proprement 
dite. 

Les cellules indicatrices sont repiquees la veille en milieu 
35 complet & raison de 10 5 cellules/puits de 2 cm 2 . 

Le lendemain, le milieu est aspire et on depose 100 ^1 des 
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0 differentes dilutions/puits. Apres une incubation d'une 
heure a 37° C avec agitation toutes les 15 tun, le milieu est 
aspire et les cellules sont recouvertes avec du milieu 
coraplet contenant 1,2% de methyl cellulose (concentration 
finale de serum 2,5%) pendant 3 jours a 37°C. 

5 Apres 3 jours, le milieu est elimine, les cellules sont 
fixees avec du PBS-10% forraol (solution a 37%) pendant 20 mn 
puis colorees au cristal violet 2% (dans PBS-20% ethanol) 
pendant 20 mn. Les plaques sont ensuite rincees et les 
plages sont comptees par transparence sur le negatoscope. 
10 Les titration sont effectives en double pour chague point. 
Les calculs d' inhibitions sont effectuees par rapport aux 
titres viraux observes en l'absence d' oligonucleotide. 

2-sfesalfcats 

15 

-Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
croissance cellulaire 

La figure 9 presente les resultats de mesure de croissance 
20 cellulaire (cellules Vero) en presence d' oligonucleotides 
divers, lineaires ou circulaires, en comparaison avec la 
croissance norraale des cellules seules. Dans cette 
experience, les oligonucleotides etaient utilises a une 
concentration de 20jiM. 
25 Les resultats montrent que les courbes de croissance sont 
superposees. Les oligonucleotides lineaires ou circulaires 
ne semblent presenter aucun effet toxiques sur la croissance 
cellulaire. 

30 -Analyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
multiplication de HSV-1 

Dans cette experience, on a compare les effets 
d' oligonucleotides antisens GT (dont la sequence est donnee 
35 ci-dessus) sous forme lineaire, ou sous forme circulaire. 
Deux conditions differentes d' inhibition ont ete compares. 
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0 En A, les antisens sont ajout6s au moment de 1' infection, 
alors qu'en B, ils sont introduit dans le milieu 4 heures 
avant 1' infection. Les r£sultats pr6sent6s en figure 10 
montrent que des oligonucleotides antisens circulaires 
inhibent la multiplication virale. L' inhibition est de 30% a 

5 2 jiM, et atteint 65% a 5jtM. A ces basses concentrations, les 
oligonucleotides circulaires prfesentent un effet 
d' inhibition sup^rieur a celui de 1' oligonucleotide 
lineaire. 

10 EXEMPLE 7 

p r 0P r^f^<? dP<; ol iyomicien1-1fies de fvPR "s ens" 

1-Obtention des oligonucleotides de type sens 

15 Les conditions experimentales permettant la ligation 
efficace de l r oligonucleotide dont la sequence est donnee 
dans la figure 5-B sont similaires a celles decrites dans 
l'exemple 1. 

Les produits de ligation sont ensuite analyses, par 
20 eiectrophorese denaturante en gel de polyacrylaraide de 
12%/7M uree. 

Pour la preparation des oligonucleotides sens fermes marques 
servant aux essais de gel de retard, les conditions sont les 
suivantes : 

25 22n moles d' oligonucleotide sont marque en 5' avec du .gamma- 
32 ATP (activite specif ique 2-5xl0 8 cpm/jig) , 50mM Tris HC1 
pH7,8, lOmM MgC12, 20mM DTT, ImM ATP, ImM bSA et 400 unites 
de l'ADN ligase de T4 dans un volume de lOjil. L' incubation 
se fait pendant 2h a 16°C. Les produits de ligation sont 

30 purifies par eiectrophorese denaturante en gel de 
polyacrylamide de 12%/7M ur6e, les bandes correspondantes a 
1' oligonucleotide ferme sont detectees par autoradiographic 
excisees du gel et l'ADN est isoie par les techniques 
classiques d' extraction de gels de polyacrylamide. 

35 Alternativement, les produits de la reaction de la ligation 
sont utilises sans purification prealable, apres 
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0 inactivation de l'ADN ligase par chauffage du milieu de 
ligation pendant 2 minutes a 90° C extraction au 
phenol/chloroforme/alcool isoamiligue, precipitation a 
I'alcool absolu en presence de 20ug de glycogene comme 
entralneur et lavage a I'alcool 80% 



5 



2- Resistance des oligonucl6otides de type sens aux nucleases 
seriques 

Les oligonucleotides 'sens" presentent une resistance a la 
10 degradation nucleolytique lorsqu'ils sont incubes en 
presence de serum. Les comparisons effectuees entre la 
resistance des oligonucleotides circularises et des 
oligonucleotides bicatenaires lineaires donnent les memes 
resultats que ceux presentes dans la figure 7-C. Dans tous 
15 les cas, les oligonucleotides ferm6s presentent une 
resistance superieure a celle des oligonucleotides non 
fermes. Le temps de demie-vie des oligonucleotides sens 
femes est superieur au moins d'un facteur 10 a celui des 
oligonucleotides lineaires bicatenaires non fermes, 
20 presentant des extreraites 3' et 5' libres. 

3- Mise en evidence de la fixation du facteur de 
transcription HNF-1 par un oligonucleotide circulaire de 
type sens comportant la sequence de reconnaissance sous 

25 forme auto-appariee. 

Les experiences suivantes ont ete realisees avec les 
oligonucleotides dont la sequence est rappelee ci-dessous: 

30 HNF-1 NON LIGOE: 

/ T-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- T T 
\ t -C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A— C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- T .^^ / 



35 
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0 HNF1-CIRCULAIRE (HNFI-C) : 

^ N T -G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- 1 
v-p^ -C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- j 

5 HNFI-LINEAIRE BICATENAIRE (HNFl-LB) : 

-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- 
-C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- 

10 Nous avons compart 1'efficacite de fixation du facteur de 
transcription HNF1 (obtenu a partir d'extraits nucieaires de 
foie) sur des oligonucleotides lineaire double brin, des 
oligonucleotides en epingle a cheveux, des oligonucleotides 
circulaires, non ligu^s ou referm^s par 1' action de la 

15 ligase de T4 (la sequence de 1' oligonucleotide circulaire 
utilise est donne en figure 5-B) . 

3 f moles de chaque oligonucleotide (activite specifique 
7000 cpm/f moles pour 1' oligonucleotide lineaire double brin 
et 3500 cpm/f moles pour les autres oligonucleotides) sont 

20 incubes dans un volume final de 14u\l avec ljtg d'un extrait 
proteique nucieaire de foie dans lOmM Hepes pH 7,9, 50mM 
KC1, 10% glycerol, 0, ImM EDTA, 0,5mM DTT, 0,5 mM PMSF, 6 mM 
MgC12, 6mM spermine en presence de 1,5 ug de poly dl.dC-poly 
dl.dC et 250 ng d'ADN de sperme de saumon sonique comme 

25 comp6titeurs non specifique* Apres 10 mn a 4°C, les melanges 
de reaction, ainsi que des contrdles dans lesquels on a omis 
1' addition des proteines, sont deposes sur un gel natif de 
polyacrylamide 6%/0,25 x TBE. A la fin de la migration, le 
gel est fixe dans une solution 10% acide acetique, 10% 

30 metanol, transfer sur du papier 3 MM, seche et 
autoradiographie. Le resultat de cette experience est 
presente dans la figure 11. 
On observe que: 

1. L'af finite de fixation du facteur de transcription, 
35 pour 1' oligonucleotide circulaire ferme est sirailaire a ia 
fixation observee sur les oligonucleotides lineaire double 
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0 brin ( ou en epingle a cheveux, rfesultats non presentes 
ici) . De telles structures peuvent done etre utilisees comrae 
agent pour fixer des facteurs de transcription, des trans- 
activateurs, ou tous autres proteines se fixant sur une 
sequence d'ADN specifique. 
5 2. La fixation du facteur de transcription HNF1 sur 
1' oligonucleotide circulalre non ligue est de 5 a 10 fois 
inferieure a celle observee sur 1' oligonucleotide 
circularise par action de la ligase. Le site de ligation 
dans 1' oligonucleotide sens est centre dans la portion 
10 bicatenaire et correspond a l'axe du pseudopalindrome qui 
constitue le site de fixation du dimer de HNF1. La presence 
d'un *nick" destabilise done la liaison ADN/proteine . Ce 
resultat confirme la nature fermee de 1' oligonucleotide 
circulaire "sens" traite par la ligase de T4. 

15 



20 



25 



30 



35 
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RE VESICATIONS 

1. Agent antisens ou sens du type oligonucleotide, 
caracteris6 en ce qu'il est constitue d'une ou plusieurs 
5 sequence Is) d' oligonucleotides raonocatenaires, dont les 
extremites sont reliees entre elles par des liens covalents 
pour former au moins partiellement une structure 
monocatenaire fermee. 

10 2. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est constitue d'une sequence 
oligonucleotidique monocatenaire dont les extremites 5' et 
3' sont reliees par une structure covalent ■ non 
nucleotidique. 

15 

3. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est constitufe d f une sequence 
oligonucleotidique monocatenaire dont les extremites 5' et 
3' sont reliees entre elles par une liaison nucleotidique. 

20 

4. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 a 

3, caracterise en ce que les sequences d' oligonucleotides ne 
comportent aucune extremite 5' ou 3' libre. 

25 5. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 a 

4, caracterise en ce que la ou les sequence (s) 
nucleotidique (s) du compose ne comportent pas de fragments 
susceptibles de s' auto-apparier . 

30 6. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 a 

5, caracterise en ce que les sequences nucleotidiques du 
compose comportent des fragments susceptibles de s'apparier 
pour former des auto-apparieraents bicatenaires . 

35 7. Agent antisens ou sens selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les fragments susceptibles de 
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0 s'apparier peuvent etre s6par6s par des fragments ne pouvant 
pas s'apparier. 

8. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 k 
7, caracterise en ce que la ou les sequence (s) 

5 d' oligonucleotides peuvent comporter des nucleotides en 
s6rie desoxyribo- ou en s6rie ribo- naturelle ou non 
naturelle - 

9. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 a 
10 8, caracterise en ce que un coraposant ayant une activity 

biologique est greffe sur la structure monocatenaire fermee. 

10. Agent antisens ou sens selon la revendication 9, 
caracterise en ce que ledit coraposant est greffe sur la 

15 structure covalente non nucl6otidique. 

11. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
& 10, caracterise en ce que la structure covalente non 
nucl^otidique est une structure peptidique. 

20 

12. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
£ 11, caracterise en ce que la structure covalente non 
nucieotidique est une structure au moins partiellemenc 
lipidique. 

25 

13. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
& 12, caracterise en ce que la sequence d' oligonucleotides 
est uniquement en s£rie desoxyribo- ou en s£rie ribo- 
naturelle ou non naturelle. 

30 

14. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
£ 13, caracterise en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides est la sequence compiementaire d'une 
region d'un ARN messager ou d'un fragment d f ADN naturel. 

35 

15. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
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0 £ 14 caracterise en ce que au raoins une sequence 
d' oligonucleotides correspond a une sequence reconnue 
sp6cifiquement par une proline naturelle. 

16. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
5 a 15, caracterise en ce que il comporte une partie 

polyribonucieotidique capable d'exercer une activity de 
clivage en trans sur un ARN. 

17. Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
10 a 16, caracterise en ce que les sequences nucieotidiques lui 

permettent d' adapter une structure bicatenaire, faisant 
intervenir des appariements anti-paralieies et/ou parall£les 
dans une conformation de type Moebius. 

15 18, Agent antisens ou sens selon l'une des revendications 1 
a 17, caracterise en ce que les sequences d' oligonucleotides 
coraportent entre 10 et 200 nucleotides. 

19. Agent antisens ou sens selon la revendication 18, 
20 caracterise en ce que les sequences d' oligonucleotides 

comportent entre 10 et 100 nucleotides. 

20. Procede de preparation d'un agent, selon l'une des 
revendications 1 a 18, caracterise en ce que 1'on a effectue 

25 la synthese chimique partielle ou totale de la chaine 
monocatenaire du compose avant de le cycliser. 

21. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que 
la sequence d' oligonucleotides est obtenue par une methode 

30 biochimique. 

22. Application d'un agent selon l'une des revendications 1 
a 19, a titre therapeutique. 



35 23. Application d'un agent selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que 1' agent est utilise a titre d' agent 
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0 anti-viral ou anti-cancereux. 

24. Application selon la revendication 23 caracterisee en ce 
que 1- agent est utilise comme inducteur d' immuno-modulateurs 
naturels . 

5 

25. Application selon la revendication 24 caracterisee en ce 
que 1' agent est utilise comme inducteur d' interferons . 

26. Application d'un agent selon l'une des revendications 1 
10 a 19 a titre d' agent de diagnostic in vitro ou in vivo. 

27. Application d'un agent selon la revendication 2 6, 
caracterisee en ce que 1' agent est marque. 

15 28. Application d'un agent selon l'une des revendications 1 
a 19, en cosmetique. 

29. Composition pharmaceutic^ caracterisee en ce que elle 
comporte a titre de principe actif au moins un agent selon 

20 l'une des revendications 1 a 19. 

30. Composition selon la revendication 29, caracterisee en 
ce que la composition pharmaceutique est sous une forme 
administrable par voie topique externe. 

25 

31. composition selon la revendication 30, caracterisee en 
ce que 1' agent est utilise comme un agent anti-viral. 



30 



35 
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Figure IB 
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FIGURE 3. 
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FIGURE 4.C. 



FIGURE 4.0. 
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FIGURE 5-B. 



G -T- G -T-G-G T- T- A-A-T-G -A-T-C-T-A-C-A- G-T-T-A ' T > 
v , C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T'G-T-C-A-A-T T 



FIGURE 6- A. 



TA- CG-A-OG-A-G-G-C-A-T 
,A-T-G-OT-G C-T-C-C-G-T-A^ 
T S'P TOH T 

<? T4 LIGASE f A 

g r 
0 X 

V C -G -T-a' 



FIGURE 6-B. 



Support 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 f 1 1 II 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 { 1 1 1 1 

I 

T-A-OG-A-OG-A-G-G-C-A-T 
,A-T-G-C-T-G p-T-OC-G-T-A, 
>T 5'P 3'OH T 

C T4 LIGASE 4 A 

G T 
'C-G-T-A 



FIGURE 6-C. 

^_ T4 LIGASE 
,C-A-T-T ( 
,C T v ^ POH 

,T T ,sr T-T\ 

'T A-C C T-T A-A-G-G T 

C T-G-G-A-A-T-T-C-C T' 

G » T ' 

G T 

v c r 
g-gt-t-t' 



WO 92/19732 PCT/FR92/00370 

7/16 



FIGURE 6-D. 
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FIGURE 8-C 
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Figure 9 
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